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DESCRIPCION
Terapia de combinacioén para tratar trastornos de deficiencia de proteinas

Esta solicitud reclama prioridad sobre la Solicitud Provisional de EE. UU. N° de Serie 60/444.136, presentada el 31
de enero de 2003, cuya divulgacion se incorpora a esta memoria por referencia en su totalidad.

CAMPO DE LA INVENCION

Esta solicitud proporciona métodos para mejorar la terapia de reemplazo de proteinas combinando la terapia de
reemplazo de proteinas con chaperonas especificas para el sitio activo (ASSC) con el fin de aumentar la estabilidad
y eficiencia de la proteina que se estd administrando. La solicitud proporciona ademas composiciones que
comprenden la proteina purificada y una ASSC.

ANTECEDENTES

Deficiencia de proteinas

Las proteinas se sintetizan intracelularmente de acuerdo con la secuencia de nucledtidos gendmica de un gen
particular a través de la transcripcion, traduccion, y otros procesos. La deficiencia de proteinas puede ser provocada
por una mutacion en el gen codificante, lo que resulta en (i) la no sintesis de la proteina; (i) la sintesis de la proteina
que carece de actividad bioldgica; o (iii) la sintesis de la proteina que contiene la actividad biolégica normal o parcial,
pero que no puede ser procesada apropiadamente para alcanzar el compartimiento nativo de la proteina. A los
trastornos por deficiencia de proteinas que resultan de mutaciones genéticas también se les alude como trastornos
genéticos.

Ademas de deficiencias de proteinas que resultan de mutaciones genéticas, algunas deficiencias de proteinas
surgen debido a una enfermedad, o como un efecto secundario de un tratamiento de una enfermedad (p. €j.,
quimioterapia) o como resultado de una insuficiencia nutricional.

Terapias actuales. Hay numerosos trastornos que resultan de deficiencias de proteinas, algunos de las cuales
surgen de proteinas mutadas y mal plegadas (trastornos conformacionales — véase infra). Una terapia actual para el
tratamiento de deficiencias de proteinas es la terapia de reemplazo de proteinas, que implica tipicamente la infusiéon
intravenosa, subcutanea o intramuscular de una forma purificada de la correspondiente proteina de tipo natural, o la
implantacion de la proteina en una forma soélida bio-erosionable para la liberaciéon prolongada. Una de las principales
complicaciones con la terapia de reemplazo de proteinas es el logro y el mantenimiento de cantidades
terapéuticamente eficaces de la proteina debido a la rapida degradacion de la proteina infundida. El enfoque actual
para superar este problema es llevar a cabo numerosas costosas infusiones de dosis alta.

La terapia de reemplazo de proteinas tiene varias advertencias adicionales tales como dificultades con la generacion
a gran escala, la purificacion y el almacenamiento de proteinas adecuadamente plegadas, la obtencion de proteina
glicosilada nativa, la generacion de una respuesta inmune anti-proteina y la incapacidad de la proteina de atravesar
la barrera sangre-cerebro en enfermedades en las que esté significativamente implicado el sistema nervioso central.

La terapia génica utilizando vectores recombinantes que contienen secuencias de acidos nucleicos que codifican
una proteina funcional, o células humanas genéticamente modificadas que expresan una proteina funcional, también
se esta utilizando para tratar deficiencias de proteinas y otros trastornos que se benefician de la sustitucion de
proteinas. Aunque prometedora, este enfoque también esta limitado por dificultades técnicas tales como la
incapacidad de los vectores de infectar o transducir células en division, una baja expresion del gen diana y la
regulacion de la expresion una vez que se suministra el gen.

Un tercer enfoque, relativamente reciente, para el tratamiento de deficiencias de proteinas implica el uso de
inhibidores de moléculas pequefias para reducir el sustrato natural de las proteinas de enzima deficiente, mejorando
de este modo la patologia. Este enfoque de "privacion de sustrato” ha sido descrito especificamente para una clase
de aproximadamente 40 trastornos enzimaticos relacionados denominados trastornos de almacenamiento lisosomal
o trastornos de almacenamiento glicoesfingolipido. Estos trastornos hereditarios se caracterizan por deficiencias en
enzimas lisosomales que catalizan la descomposicion de glicolipidos en las células, lo que resulta en una
acumulacién anormal de lipidos que interrumpe la funciéon celular. Los inhibidores de moléculas pequefias
propuestos para su uso como terapia son especificos para la inhibicidon de las enzimas implicadas en la sintesis de
glicolipidos, reduciendo la cantidad de glicolipido celular que necesita ser roto por la enzima deficiente. Este enfoque
también esta limitado, debido a que los glicolipidos son necesarios para la funcion bioldgica, y una privacion en
exceso puede provocar efectos adversos. Especificamente, los glicolipidos son utilizados por el cerebro para enviar
sefiales de los gangliésidos de neuronas a otro. Si hay demasiados pocos o demasiados glicolipidos, se ve impedida
la capacidad de la neurona para enviar senales.
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Un cuarto enfoque, comentado mas adelante, como estrategia especifica de chaperonas, rescata proteinas
mutantes de la degradacion en el reticulo endoplasmatico.

Procesamiento de Proteinas en el Reticulo Endoplasmatico

Las proteinas se sintetizan en el citoplasma, y las proteinas recién sintetizadas se secretan en el lumen del reticulo
endoplasmatico (ER - siglas en inglés) en un estado ampliamente sin plegar. En general, el plegamiento de
proteinas se rige por el principio del auto-ensamblaje. Polipéptidos recién sintetizados se pliegan en su conformacion
nativa en base a sus secuencias de aminoacidos (Anfinsen et al., Adv. Protein Chem.1975; 29: 205-300). In vivo, el
plegamiento de proteinas es complicado, porque la combinacién de temperatura ambiente y alta concentracion de
proteinas estimula el proceso de agregacion en el que los aminoacidos normalmente enterrados en el nucleo
hidrofébico interactian con sus vecinos de forma no especifica. Para evitar este problema, el plegamiento de
proteinas es generalmente facilitado por un grupo especial de proteinas llamadas chaperonas moleculares que
impiden la agregacion de las cadenas de polipéptido naciente, y se unen a la proteina desplegada de manera que
las repliega en la conformacién nativa (Hartl, Nature 1996; 381:571-580).

Las chaperonas moleculares estan presentes en practicamente todos los tipos de células y en la mayoria de los
compartimientos celulares. Algunas estan involucradas en el transporte de proteinas y permiten que las células
sobrevivan en circunstancias de tensién tal como un choque térmico y la inanicién de glucosa (Gething et al., Nature
1992; 355:33-45; Caplan, Trends Cell Biol. 1999; 9: 262-268; Lin et al., Mol. Biol. Cell. 1993; 4:109-1119; Bergeron et
al., Trends Biochem. Sci. 1994; 19:124-128). Entre las chaperonas moleculares, Bip (proteina de union a
inmunoglobulina de cadena pesada, Grp78) es la chaperona mejor caracterizada del ER (Haas, Curr. Top. Microbiol.
Immunol. 1991; 167:71-82). Al igual que otras chaperonas moleculares, Bip interactia con muchas proteinas
secretoras y de la membrana dentro del ER durante su maduracion, aunque la interaccion es normalmente débil y de
corta duracion cuando el plegado discurre con fluidez. Una vez que se logra la conformacion de la proteina nativa, la
chaperona molecular ya no interactda con la proteina. La unién de Bip a una proteina que fracasa en el plegamiento,
ensamblaje o en la glicosilacion adecuada, se vuelve estable, y conduce a la degradacion de la proteina a través de
la via de degradacion asociada a ER. Este proceso sirve como un sistema de "control de calidad" en el ER, lo que
garantiza que solo las proteinas correctamente plegadas y ensambladas sean transportadas fuera del ER para su
posterior maduracion, y las proteinas plegadas incorrectamente se conservan para su posterior degradacion (Hurtley
et al., Annu. Rev. Cell. Biol. 1989; 5:277-307).

Determinadas mutaciones en el ADN resultan en sustituciones de aminoacidos que impiden adicionalmente, y en
muchos casos se oponen, al plegamiento correcto de las proteinas mutantes. Para corregir estos plegamientos
erroneos, los investigadores han intentado utilizar diversas moléculas. Las altas concentraciones de glicerol,
dimetilsulfoxido (DMSOQO), trimetilamina-N-6xido (TMAO), o agua deuterada han demostrado suprimir la via de
degradacién y aumentar el trafico intracelular de la proteina mutante en varias enfermedades (Brown et al., Cell
Stress Chaperones 1996; 1:117-125; Burrows et al, Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 2000; 97:1796-801). Estos
compuestos se consideran chaperones quimicos no especificos para mejorar el plegamiento de proteinas en
general, aunque el mecanismo de la funcion es aun desconocido. Las altas dosis de esta clase de compuestos
requeridas para la eficacia les hace dificil o inapropiados de utilizar clinicamente, aunque son Utiles para el examen
bioquimico del defecto de plegamiento de una proteina intracelularmente. Estos compuestos también carecen de
especificidad.

Estrategia Especifica de las Chaperonas

Patentes y publicaciones anteriores describen una estrategia terapéutica para el rescate de las proteinas
enzimaticas enddgenas, enzimas lisosomales especificamente mal plegadas, de la degradacion por la maquinaria
de control de calidad del ER. Esta estrategia emplea inhibidores competitivos reversibles de moléculas pequefias,
especificos para una enzima lisosomal defectuosa asociada con un trastorno lisosomal particular. La estrategia es la
siguiente: dado que la proteina enzima mutante se pliega incorrectamente en el ER (Ishii et al., Biochem. Biophys.
Res. Comm. 1996; 220: 812-815), la proteina enzimatica es retardada en la via de transporte normal (ER — aparato
de Golgi — endosoma — lisosoma) y es degradada rapidamente. Por lo tanto, un compuesto funcional que facilita el
correcto plegamiento de una proteina mutante servira como una chaperona especifica para el sitio para que la
proteina mutante fomente el escape suave desde el sistema de control de calidad del ER. Dado que se sabe que
algunos inhibidores de una enzima ocupan el centro catalitico de la enzima, resultando en la estabilizacion de su
conformacion in vitro. Estas chaperonas especificas pueden ser designadas chaperonas especificas para el sitio
activo (ASSC).

La estrategia se ha demostrado especificamente para enzimas implicadas en los trastornos de almacenamiento
lisosomal en las Patentes de EE.UU. N%. 6.274.597, 6.583.158, 6.589.964 y 6.599.919, expedidas a Fan et al., y en
la Solicitud de EE.UU. N° de Serie 10/304.396 presentada el 26 de noviembre 2002, las cuales se incorporan a esta
memoria por referencia en su totalidad. Por ejemplo, un derivado de galactosa de molécula pequefia, 1-
desoxigalactonojirimicina (DGJ), un potente inhibidor competitivo de la enzima mutante Fabry a-galactosidasa A (a-
Gal A), aument6 eficazmente la estabilidad in vitro de una a-Gal A mutante (R301Q) a pH neutro y potencio6 la
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actividad de la enzima mutante en linfoblastos establecidos de pacientes con Fabry con mutaciones R301Q o
Q279E. Ademas, la administracion oral de DGJ a ratones transgénicos que sobre-expresan una a-Gal A mutante
(R301Q) elevd sustancialmente la actividad de la enzima en los 6rganos principales (Fan et al., Nature Med. 1999;
5:112-115). El rescate con éxito de una proteina plegada de forma incorrecta depende de la consecucion de una
concentracion del inhibidor especifico in vivo que es menor que la necesaria para inhibir completamente la enzima,
en contraposicion con el enfoque de la privacion de sustrato en el que se requieren concentraciones inhibidoras de
la enzima.

Ademas de los trastornos de almacenamiento lisosomal, ahora se reconoce un numero grande y diverso de
enfermedades como enfermedades conformacionales que son causadas por la adopcién de conformaciones no
nativas de las proteinas, que pueden conducir al retraso de la proteina en el ER y, en ultima instancia, a la
degradacion de las proteinas (Kuznetsov et al., N. Engl. J. Med. 1998; 339: 1688-1695; Thomas et al., Trends
Biochem. Sci. 1995; 20: 456-459; Bychkova et al., FEBS Lett. 1995; 359: 6-8; Brooks, FEBS Lett. 1997; 409:115-
120). Las ASSCs han demostrado rescatar la expresion de proteinas mutantes con excepcion de enzimas. Por
ejemplo, se encontré6 que pequefios compuestos sintéticos estabilizan el dominio de unién a ADN de las formas
mutantes de la proteina p53 supresora de tumores, permitiendo de este modo que la proteina mantenga una
conformacion activa (Foster et al, Science 1999; 286: 2507-10). La sintesis de los receptores ha demostrado ser
rescatada por antagonistas de receptores y ligandos de moléculas pequefias (Morello et al., J. Clin. Invest. 2000;
105: 887-95; Petaja-Repo et al. , EMBO J. 2002; 21: 1628-37). Incluso se ha demostrado el rescate farmacoldgico
de proteinas de los canales de membrana y otros transportadores de membrana de plasma utilizando farmacos o
sustratos blogueantes de los canales (Rajamani et al., Circulation 2002; 105: 2830-5; Zhou et al, J. Biol. Chem.
1999; 274: 31123-26; Loo et al., J. Biol. Chem 1997; 272: 709-12). Todas las referencias anteriores indican que las
ASSCs son capaces de un rescate especifico de proteinas mutantes, que incluyen, pero no se limitan a, enzimas,
receptores, proteinas de los canales de membrana, y factores de transcripcion de ADN.

Ademas de las proteinas mutantes, las ASSCs también han demostrado estabilizar las proteinas de tipo natural, lo
que resulta en su produccion y estabilidad mejoradas. Como un ejemplo, se ha demostrado que una ASSC
especifica, DGJ, es capaz de aumentar la cantidad y la actividad de a-Gal A de tipo natural en células COS-7
transfectadas con un vector que codifica la secuencia de a-Gal A de tipo natural. La ASSC rescata la enzima de tipo
natural sobre-expresada, que es de otro modo retardada en el sistema de control de calidad del ER, debido a que la
sobre-expresion y la sobre-produccion de la enzima en las células COS-7 excede la capacidad del sistema y
conduce a la agregacion y la degradacion (véase la solicitud de EE.UU. N° de Serie 10/377.179, presentada el
28/02/03).

En resumen, existe una necesidad en la técnica de métodos para mejorar la eficacia biolégica y la eficacia del costo
de la terapia de reemplazo de proteinas tales como para el tratamiento de deficiencias de proteinas u otros
trastornos, con lo cual se administran proteinas de recambio.

SUMARIO DE LA INVENCION

La presente invencion proporciona un método para mejorar la estabilidad de una proteina purificada, donde el
método comprende poner en contacto la proteina en un soporte farmacéuticamente aceptable con una chaperona
especifica para el sitio activo.

La proteina purificada puede ser una proteina recombinante, y ser de longitud completa o truncada a la vez que
mantiene la actividad.

La presente invencion también proporciona un método para incrementar in vitro la vida util de una proteina poniendo
en contacto la proteina en un soporte farmacéuticamente aceptable con una chaperona especifica para el sitio
activo.

La proteina en el soporte farmacéuticamente aceptable puede estar liofilizada o en una solucién acuosa.

La presente invencion proporciona ademas un método para ampliar la semivida y prolongar la actividad in vivo de
una proteina purificada en un individuo al que se le ha administrado la proteina en un soporte farmacéuticamente
aceptable, donde el método comprende poner en contacto la proteina con una chaperona especifica para el sitio
activo en un soporte farmacéuticamente aceptable.

La presente invencion proporciona un método de tratamiento para un individuo que tiene un trastorno que requiere el
reemplazo de proteinas (p. €j., trastornos por deficiencia de proteinas) que comprende administrar al individuo una
proteina de reemplazo purificada y una chaperona especifica para el sitio activo (ASSC) capaz de estabilizar la
proteina de reemplazo.

En una realizacion, la proteina de reemplazo es una proteina asociada con un trastorno conformacional.

En una realizacion preferida, el trastorno conformacional es un trastorno de almacenamiento lisosomal.
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En una realizacion, el trastorno de almacenamiento lisosomal es la enfermedad de Fabry.
En otra realizacion, el trastorno de almacenamiento lisosomal es la enfermedad de Gaucher.

La invencién también proporciona un método para mejorar la estabilidad de una proteina endégena mutante que es
deficiente debido a un procesamiento o plegamiento defectuoso en el ER de manera simultanea con la terapia de
reemplazo de proteinas. La estabilidad y, por lo tanto, la actividad de la proteina endégena mejorara
simultaneamente con el incremento de la estabilidad de la proteina de reemplazo administrada que corresponde a la
proteina mutante.

La invencién proporciona ademas un método para incrementar la produccion de proteina recombinante por parte de
células huésped que no sean de mamiferos entrando en contacto con la célula huésped en un medio que
comprende una ASSC para la proteina.

La invencién proporciona ademas una composicion que comprende una proteina purificada y una ASSC para la
proteina purificada en un soporte farmacéuticamente aceptable.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La Figura 1 demuestra la estabilidad mejorada tanto de a-Gal A de tipo natural purificada a partir de medio de cultivo
de células Sf-9 infectadas con baculovirus recombinantes que portan ADNc de a-Gal A de tipo natural humano, una
a-Gal A mutante recogida en forma de homogeneizados de corazones de ratones transgénicos que sobre-expresan
a-Gal A humana mutante (R301Q), respectivamente, utilizando una chaperona especifica para el sitio 1-
desoxigalactonojirimicina (DGJ, 1 uM). Los ratones fueron tratados con DGJ 0,5 mM como agua potable durante una
semana antes del experimento. Las enzimas mutante (A) y de tipo natural (B) se pre-incubaron con tampon de
citrato-fosfato 0,1 M (pH 7,0) a 37°C para la enzima mutante y a 42°C para la enzima de tipo natural,
respectivamente, en presencia de DGJ a una concentracion de 1 uM (o), 0,1 uM (e), 0,03 pM (¢) o 0 uM (sin DGJ;
0). La actividad enzimatica se resefia en relacion con la enzima sin pre-incubacion. DGJ puede servir como un
estabilizador para evitar la desnaturalizacién/degradacion de las enzimas mutantes y de tipo natural.

DESCRIPCION DETALLADA

La presente invencidon mejora ventajosamente la eficacia de la terapia de reemplazo de proteinas para el tratamiento
de enfermedades o trastornos, poniendo en contacto la proteina con una chaperona especifica para el sitio activo
(ASSC). Las ventajas de la invencion proceden de (a) eficacia incrementada de la produccion de proteinas a partir
de células de animales no mamiferos; (b) estabilidad incrementada de la proteina terapéutica, que se manifiesta por
una mayor vida util y una mejor semivida y actividad in vivo; (c) el mantenimiento de la estructura del sitio activo de
la proteina durante translocaciones in vivo, incluidas a través de las membranas celulares; y (d) el rescate de la
proteina mutante enddgena que es incorrectamente plegada durante la sintesis y, en consecuencia, se aclaré del
reticulo endoplasmatico.

La presente invencion proporciona, ademas, formulaciones que comprenden la proteina activa y la chaperona
especifica para el sitio activo (ASSC) especificas para la estabilizacion de la proteina.

La invencion se basa en el descubrimiento de que las ASSCs se pueden utilizar como una terapia de combinacion
con una terapia de reemplazo de proteinas para el tratamiento de trastornos genéticos y otros. Las ASSCs se
pueden rastrear e identificar utilizando métodos conocidos en la técnica. Una vez que se identifica una ASSC
especifica, util para un trastorno particular, la ASSC se puede administrar a un paciente que recibe una terapia de
reemplazo de proteinas para mejorar la absorcion de la proteina de reemplazo en el compartimiento celular
apropiado, mejorar la estabilidad de la proteina en la circulacién y, si es necesario, durante transporte en la célula.
La chaperona puede estabilizar la proteina en su forma activa durante la fabricacién, almacenamiento y uso in vivo.

Definiciones

Los términos y expresiones utilizados en esta memoria descriptiva tienen generalmente sus significados ordinarios
en la técnica, dentro del contexto de esta invencion y en el contexto especifico en donde se utiliza cada uno de los
términos y expresiones. Determinados términos y expresiones se discuten a continuacion, o en otra parte en la
memoria descriptiva, para proporcionar orientacion adicional al practicante en la descripcion de las composiciones y
métodos de la invencion y como hacerlos y utilizarlos.

Definiciones Especificas. La expresion "sustitucion de proteina" se refiere a la introduccién de una proteina no
nativa, purificada, en un individuo que tiene una deficiencia en dicha proteina. La proteina administrada puede
obtenerse a partir de fuentes naturales (tales como gamma-globulina humana para el tratamiento de RSV o
mononucleosis) o por expresion recombinante (como se describe en mayor detalle a continuacion). La expresion
también se refiere a la introduccién de una proteina purificada en un individuo que requiera de otra manera o que se
beneficie de la administracion de una proteina purificada, p. €j., que padezca insuficiencia de proteinas. La proteina
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introducida puede ser una proteina purificada, recombinante, producida in vitro, o una proteina purificada a partir de
tejido aislado o fluido tal como, p. €j., placenta o la leche de los animales, o de plantas.

La expresion "trastorno caracterizado por una deficiencia de proteinas" se refiere a cualquier trastorno que se
presente una patologia provocada por cantidades ausentes o insuficientes de una proteina. Esta expresion engloba
trastornos de plegamiento de proteinas, es decir, trastornos conformacionales, que dan como resultado un producto
de proteina bioldgicamente inactivo. La insuficiencia de proteinas puede estar implicada en enfermedades
infecciosas, inmunosupresion, insuficiencia de o6rganos, problemas glandulares, enfermedad por radiacion,
deficiencia nutricional, envenenamiento u otras agresiones medioambientales o externas.

La expresion "estabilizar una conformacion adecuada” se refiere a la capacidad de un compuesto o péptido u otra
molécula de asociarse con una proteina de tipo natural, o a una proteina mutante que puede realizar su funcién de
tipo natural in vitro, p. €j., en una formulacion, e in vivo, de tal manera que la estructura de la proteina de tipo natural
o mutante se puede mantener como su forma nativa o adecuada. Este efecto puede manifestarse por si mismo
practicamente a través de uno o mas de (i) vida util incrementada de la proteina; (ii) mayor actividad por
unidad/cantidad de proteina; o (iii) una mayor eficacia in vivo. Se puede observar experimentalmente a través de un
rendimiento incrementado a partir del ER durante la expresidn; mayor resistencia a un desplegamiento debido a los
aumentos de temperatura, o la presencia de agentes caotropicos, y por medios similares.

Tal como se utiliza en esta memoria, la expresion "trastorno conformacional" o "enfermedad conformacional" se
refiere a un trastorno que es provocado por la adopcién de una conformacion de la proteina que no es normalmente
formada por una proteina de tipo natural en un estado nativo con la actividad biolégica normal, lo que puede
conducir al retraso y la destruccion de una proteina en el ER. El nivel de proteina reducido resulta en un
desequilibrio fisiolégico que se manifiesta por si mismo como una enfermedad o trastorno. En una realizacion
especifica, el trastorno conformacional es un trastorno de almacenamiento lisosomal.

Tal como se utiliza en esta memoria, la expresion "sitio activo" se refiere a la region de una proteina que tiene una
cierta actividad biolégica especifica. Por ejemplo, puede ser un sitio que se une a un sustrato u otro participante en
la unién y contribuye los residuos de aminoacidos que participan directamente en la formacion y ruptura de enlaces
quimicos. Sitios activos en esta invencion pueden abarcar sitios cataliticos de enzimas, sitios de unioén a antigeno de
anticuerpos, dominios de union a ligandos de receptores, dominios de unién de reguladores o dominios de unién a
receptores de proteinas secretadas. Los sitios activos también pueden abarcar la transactivacion, la interaccion
proteina-proteina, o dominios de unién a ADN de factores de transcripcion y reguladores.

Tal como se utiliza en esta memoria, la expresion "chaperona especifica para el sitio activo" se refiere a cualquier
molécula, incluyendo una proteina, péptido, acido nucleico, hidrato de carbono, etc., que interactia especificamente
de manera reversible con un sitio activo de una proteina y potencia la formacién de una conformaciéon molecular
estable. Tal como se utiliza en esta memoria, "chaperona especifica para el sitio activo" no incluye chaperonas
generales enddgenas presentes en el ER de las células tales como Bip, calnexina o calreticulina, o chaperonas
quimicas generales, no especificas, tales como agua deuterada, DMSO o TMAO.

Definiciones Generales. El término "purificado”, tal como se utiliza en esta memoria, se refiere a material que ha
sido aislado bajo condiciones que reducen o eliminan la presencia de materiales no relacionados, es decir,
contaminantes, incluidos materiales nativos de los que se obtiene el material. Por ejemplo, una proteina purificada
esta de preferencia sustancialmente libre de otras proteinas o acidos nucleicos con los que esta asociada en una
célula; una molécula de acido nucleico purificada esta de preferencia sustancialmente libre de proteinas u otras
moléculas de acido nucleico no relacionadas con las que se puede encontrar dentro de una célula. Tal como se
utiliza en esta memoria, la expresion "sustancialmente libre" se utiliza operacionalmente, en el contexto del ensayo
analitico del material. Preferiblemente, el material purificado sustancialmente libre de contaminantes es al menos
95% puro; mas preferiblemente, al menos 97% puro, y aun mas preferiblemente al menos 99% puro. La pureza
puede evaluarse por cromatografia, electroforesis en gel, inmunoensayo, analisis de la composicidon, ensayo
bioldgico, y otros métodos conocidos en la técnica. En una realizacién especifica, purificado significa que el nivel de
contaminantes esta por debajo de un nivel aceptable para las autoridades reguladoras para la administracion a un
ser humano o animal no humano.

En realizaciones preferidas, las expresiones "alrededor de" y "aproximadamente" deben dar a entender, en general,
un grado aceptable de error para la cantidad medida dada la naturaleza o precision de las mediciones. Grados de
error tipicos ilustrativos se encuentran dentro de 20 por ciento (%), preferentemente dentro de 10%, y mas
preferiblemente dentro de 5% de un valor dado o un intervalo de valores. Alternativamente, y particularmente en
sistemas bioldgicos, las expresiones "alrededor de" y "aproximadamente" pueden significar valores que estan dentro
de un orden de magnitud, preferiblemente dentro de 10 6 5 veces, y mas preferiblemente dentro de 2 veces un valor
dado. Cantidades numéricas dadas en esta memoria son aproximadas, a menos que se indique lo contrario, lo que
significa que la expresion "alrededor de” o "aproximadamente" se puede inferir cuando no se establezca
expresamente.
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Un "gen" es una secuencia de nucleétidos que codifica un "producto génico" funcional. Generalmente, un producto
génico es una proteina funcional. Sin embargo, un producto génico también puede ser otro tipo de molécula en una
célula, tal como un ARN (p. €j., un ARNt o un ARNr). Para los fines de la presente invencion, un producto génico
también se refiere a una secuencia de ARNm que puede encontrarse en una célula.

El término "expresar" y "expresion" significa permitir o provocar que la informacién en un gen o secuencia de ADN se
ponga de manifiesto, por ejemplo, producir ARN (tal como ARNr o ARNm) o una proteina ejemplo mediante la
activacion de las funciones celulares implicadas en la transcripcion y la traducciéon de un gen o una secuencia de
ADN correspondiente. Una secuencia de ADN es expresada por una célula para formar un "producto de expresiéon”
tal como un ARN (p. €j., un ARNm o un ARNr) o una proteina. También se puede decir que el producto de expresion
en si mismo, p. €j., el ARN o proteina resultante, es "expresado" por la célula.

El término "transfeccion" significa la introduccién de un acido nucleico extrafio en una célula. El término
"transformacion” significa la introduccion de un gen, secuencia de ADN o ARN “extrafio” (es decir, extrinseco o
extracelular) en una célula huésped de modo que la célula huésped expresara el gen o secuencia introducido para
producir una sustancia deseada, en este invencion, tipicamente un ARN codificado por el gen o la secuencia
introducido, pero también una proteina o una enzima codificada por el gen o secuencia introducido. El gen o la
secuencia introducido también pueden denominarse un gen o secuencia "clonado" o "exterior", puede incluir
secuencias reguladoras o de control (p. €j., inicio, parada, promotor, sefial, secrecion u otras secuencias utilizadas
por la maquinaria genética de una célula). El gen o la secuencia pueden incluir secuencias no funcionales o
secuencias sin funcién conocida. Una célula huésped que recibe y expresa ADN o ARN introducido ha sido
"transformada" y es un "transformante" o un "clon". El ADN o ARN introducido en una célula huésped pueden
proceder de cualquier fuente, incluyendo células del mismo género o especie que la célula huésped o células de un
género o especie diferente.

Los términos y expresiones "vector", "vector de clonacion" y "vector de expresion"” significan el vehiculo mediante el
cual una secuencia de ADN o ARN (p. €j., un gen extrafio) puede ser introducida en una célula huésped con el fin de
transformar el huésped y fomentar la expresion (p. €j., transcripcion y traduccién) de la secuencia introducida.

La expresion "sistema de expresion” significa una célula huésped y un vector compatible en condiciones adecuadas,
p. €j., para la expresion de una proteina codificada por ADN extrafio portado por el vector e introducido en la célula
huésped. Sistemas de expresion comunes incluyen células huéspedes de E. coli y vectores de plasmidos, células
huéspedes de insecto tales como S, Hi5 o S2 y vectores baculovirus, y sistemas de expresion, y células
huéspedes de mamiferos y vectores.

Los términos "mutante” y "mutacion” significa cualquier cambio detectable en el material genético, p. €j., ADN, o
cualquier proceso, mecanismo o resultado de dicho cambio. Esto incluye mutaciones genéticas, en las que se altera
la estructura (p. €j., secuencia de ADN) de un gen, cualquier gen o ADN que surja de cualquier proceso de mutacion,
y cualquier producto de expresion (p. €j., ARN, proteina o enzima) expresado por un gen o secuencia de ADN
modificado.

Tal como se utiliza en esta memoria, el término "proteina mutante" se refiere a proteinas traducidas a partir de genes
que contienen mutaciones genéticas que dan lugar a secuencias de proteinas alteradas. En una realizacion
especifica, mutaciones de este tipo dan lugar a la incapacidad de la proteina de alcanzar su conformacion nativa en
las condiciones normalmente presentes en el ER. El fracaso para lograr esta conformacion resulta en que se
degraden estas proteinas en lugar de ser transportadas a través de su via normal en el sistema de transporte de
proteinas a su ubicacién adecuada dentro de la célula. Otras mutaciones pueden resultar en una actividad
disminuida o en un mas rapido recambio.

Un "gen de tipo natural" se refiere a una secuencia de acido nucleico que codifica una proteina capaz de tener
actividad funcional biolégica normal in vivo. La secuencia de acido nucleico de tipo natural puede contener cambios
de nucledtidos que difieren de la secuencia publicada, conocida, siempre que los cambios resultan en sustituciones
de aminoacidos que tengan poco o ningun efecto sobre la actividad biolégica. La expresion de tipo natural también
puede incluir secuencias de acido nucleico manipuladas para codificar una proteina capaz de una actividad
aumentada o mejorada con relacioén a la proteina endégena o nativa.

Una "proteina de tipo natural" se refiere a cualquier proteina codificada por un gen de tipo natural que es capaz de
tener actividad bioldgica funcional cuando se expresa o se introduce in vivo. La expresion "actividad de tipo natural
normal" se refiere a la funcion fisiolégica normal de una proteina en una célula. Dicha funcionalidad puede ser
sometida a ensayo por cualquier medio conocido para establecer la funcionalidad de una proteina.

La expresion "genéticamente modificada" se refiere a células que expresan un producto génico particular tras la
introduccion de un acido nucleico que comprende una secuencia codificante que codifica el producto génico, junto
con elementos reguladores que controlan la expresion de la secuencia codificante. La introduccién del acido nucleico
puede realizarse por cualquier método conocido en la técnica, incluyendo la fijacién como objetivo de genes y la
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recombinacion homadloga. Tal como se utiliza en esta memoria, el término también incluye células que han sido
modificadas para expresar o sobre-expresar un gen endégeno o un producto génico normalmente no expresado por
este tipo de célula, p. ej., mediante la tecnologia de activacion de genes.

La frase "farmacéuticamente aceptable”, ya se utilice en relacion con las composiciones farmacéuticas de la
invencion, se refiere a entidades moleculares y composiciones que son fisioldgicamente tolerables y que no
producen tipicamente reacciones adversas cuando se administran a un ser humano. Preferiblemente, tal como se
utiliza en esta memoria, la expresion "farmacéuticamente aceptable" significa aprobado por una Agencia Reguladora
del Gobierno Federal o Estatal, o listado en la Farmacopea de los EE.UU. u otra farmacopea generalmente
reconocida para uso en animales, y mas particularmente en seres humanos. El término "soporte" se refiere a un
diluyente, adyuvante, excipiente o vehiculo con el que se administra el compuesto. Soportes farmacéuticos de este
tipo pueden ser liquidos estériles tales como agua y aceites. Agua o disoluciones acuosas salinas y dextrosa acuosa
y glicerol se emplean preferiblemente como soportes, particularmente para soluciones inyectables. Soportes
farmacéuticos adecuados se describen en "Remington’s Pharmaceutical Sciences". de E.W. Martin, 182 Edicion.

Las expresiones "dosis terapéuticamente eficaz" y "cantidad eficaz" se refieren a la cantidad del compuesto que es
suficiente para provocar una respuesta terapéutica. En realizaciones en las que una ASSC y proteina se administran
en un complejo, las expresiones "dosis terapéuticamente eficaz" y "cantidad eficaz" pueden referirse a la cantidad
del complejo que es suficiente para provocar una respuesta terapéutica. Una respuesta terapéutica puede ser
cualquier respuesta que un usuario (p. €j., un médico) reconocera como una respuesta eficaz a la terapia. Por lo
tanto, una respuesta terapéutica sera generalmente una mejora de uno o mas sintomas de una enfermedad o
trastorno.

Cabe sefalar que una concentracion de la ASSC que es inhibidora durante la produccién, transporte o
almacenamiento in vitro de la proteina terapéutica purificada puede todavia constituir una "cantidad eficaz" para los
propositos de esta invencion a causa de la dilucion (y el consiguiente desplazamiento en la unién debido al cambio
en el equilibrio), la biodisponibilidad y el metabolismo de la ASSC tras la administracion in vivo.

Trastornos Caracterizados por Deficiencias de Proteinas

Actualmente existen alrededor de 1100 los trastornos hereditarios conocidos caracterizados por la deficiencia de
proteina o la pérdida de funcién en el tejido especifico. Estos trastornos pueden ser tratados, en teoria, mediante
terapia de reemplazo de proteinas. El método de la presente invencién contempla la co-terapia para proteinas
actualmente adecuadas para su uso en la terapia de reemplazo de proteina que esta disponible ahora o lo estara en
el futuro. En tales trastornos, determinadas células o todas las células de un individuo carecen de una proteina
funcional suficiente, contienen una forma inactiva de la proteina o contienen niveles insuficientes para la funcion
bioldgica.

Ademas, estda aumentando la lista de enfermedades identificadas como trastornos conformacionales, provocadas
por mutaciones que alteran el plegamiento de proteinas y el retraso de la proteina mutante en el ER, lo que resulta
en la deficiencia de proteinas. Estos incluyen fibrosis quistica, deficiencia de a1-antitripsina, hipercolesterolemia
familiar, enfermedad de Fabry, enfermedad de Alzheimer (Selkoe, Annu. Rev. Neurosci. 1994; 17:489-517),
osteogénesis imperfecta (Chessler et al, J. Biol. Chem. 1993; 268:18226-18233), sindrome de glicoproteina
deficiente en hidratos de carbono (Marquardt et al, Eur. J. Cell. Biol. 1995; 66: 268-273), sindrome de Maroteaux-
Lamy (Bradford et al., Biochem. J. 1999; 341: 193-201), ceguera hereditaria (Kaushal et al, Biochemistry 1994;
33:6121-8), trombastenia de Glanzmann (Kato et al, Blood 1992; 79:3212-8), deficiencia hereditaria de factor VII
(Arbini et al, Blood 1996; 87:5085-94), albinismo oculocutaneo (Halaban et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 2000;
97:5889-94) y deficiencia de proteina C (Katsumi, et al, Blood 1996; 87:4164-75). Recientemente, una mutacion en
la enfermedad adrenoleucodistrofia ligada al cromosoma X (ALD), dio lugar a un plegamiento incorrecto del
transportador de peroxisomas defectuoso que podria ser rescatado por el cultivo a baja temperatura de las células
afectadas (Walter et al, Am J Hum Genet 2001; 69: 35-48). En general se acepta que las mutaciones tienen lugar de
manera uniforme sobre toda la secuencia de un gen. Por lo tanto, es previsible que exista el fenotipo resultante de
un mal plegamiento de la proteina deficiente en muchos otros trastornos genéticos.

Trastornos Lisosomales de Almacenamiento

Muchos de los trastornos de déficit proteico heredados son deficiencias enzimaticas. Como se indicd anteriormente,
una gran clase de herencia, trastornos enzimaticos heredados implica mutaciones en las enzimas lisosomales y se
conocen como enfermedades de depdsito lisosomal (LSDs). Los trastornos de almacenamiento lisosomal son un
grupo de enfermedades provocadas por la acumulacion de glicoesfingolipidos, glucogeno, mucopolisacaridos.
Ejemplos de trastornos lisosomales incluyen pero no se limitan a la enfermedad de Gaucher (Beutler et al.,The
Metabolic and Molecular Bases of Inherited Disease, 82 ed. 2001 Scriver et al. , ed. pags. 3635-3668, McGraw-Hill,
Nueva York), GM1-gangliosidosis (id., en las pags.. 3775-3810), fucosidosis (The Metabolic and Molecular Bases of
Inherited Disease, 1995. Scriver, C.R., Beaudet, A.L., Sly, W.S. y Valle, D., ed pags. 2529-2561, McGraw-Hill, Nueva
York), mucopolisacaridosis (id., en las pags. 3421-3452), la enfermedad de Pompe (id., en las pags. 3389-3420), la
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enfermedad de Hurler-Scheie (Weismann et al., Science 1970; 169, 72-74), enfermedades de Niemann-Pick A y B,
(The Metabolic and Molecular Bases of Inherited Disease, 82 ed. 2001. Scriver et al. comp., pags. 3589-3610,
McGraw-Hill, Nueva York), y la enfermedad de Fabry (id. en las pags. 3733-3774). Una lista de LSDs y sus enzimas
deficientes asociadas se puede encontrar en la Tabla 1 infra. Dos se discuten especificamente a continuacion.

Enfermedad de Fabry

La enfermedad de Fabry es un error innato ligado al cromosoma X del metabolismo de los glicoesfingolipidos
provocado por una actividad de a-galactosidasa A (a-Gal A) lisosomal deficiente (Desnick et al., The Metabolic and
Molecular Bases of Inherited Disease, 82 Edicion Scriver et al. comp., pags. 3733-3774, McGraw-Hill, Nueva York
2001; Brady et al., N. Engl. J. Med. 1967; 276,1163-1167). Este defecto enzimatico conduce a la deposicion
progresiva de glicoesfingolipidos neutros con residuos a-galactosilo, predominantemente globotriaosilceramida (GL-
3), en fluidos corporales y los lisosomas de tejido. La frecuencia de la enfermedad se estima en alrededor de
1:40.000 en los hombres, y se resefia en todo el mundo dentro de diferentes grupos étnicos. En los hombres
clasicamente afectados, las manifestaciones clinicas incluyen angioqueratoma, acroparestesia, hipohidrosis y
opacidades de la cornea y lenticulares caracteristicas (The Metabolic and Molecular Bases of Inherited Disease, 82
Edicién 2001 Scriver et al. comp., pags. 3733-3774, McGraw-Hill, Nueva York). La esperanza de vida del varén
afectado se reduce, y la muerte se produce generalmente en la cuarta o quinta década como consecuencia de la
enfermedad vascular del corazén, cerebro y/o rifiones. En contraposicion, pacientes con la mas leve "variante
cardiaca" tienen normalmente 5-15% de la actividad normal de a-Gal A, y esta presente con la hipertrofia ventricular
izquierda o una cardiomiopatia. Estos pacientes variantes cardiacos siguen siendo esencialmente asintomaticos
cuando sus homologos clasicamente afectados se ven seriamente comprometidos. Recientemente, se encontraron
variantes cardiacas en el 11% de los pacientes varones adultos con cardiomiopatia hipertréfica del ventriculo
izquierdo inexplicable, lo que sugiere que la enfermedad de Fabry puede ser mas frecuente de lo previamente
estimado (Nakao et al., N. Engl. J. Med. 1995; 333: 288-293). El gen a-Gal A ha sido representado en mapa en
Xg22, (Bishop et al.,, Am. J. Hum. Genet. 1985; 37: A144), y se han resefiado el ADNc de longitud completa y la
totalidad de las secuencias genémicas de 12 kb que codifican a-Gal A (Calhoun et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA
1985; 82: 7364-7368; Bishop et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1986; 83: 4859-4863; Tsuji et al., Eur. J. Biochem.
1987; 165: 275-280; y Kornreich et al., Nucleic Acids Res. 1989; 17: 3301-3302). Hay una marcada heterogeneidad
genética de mutaciones que provocan la enfermedad de Fabry (The Metabolic and Molecular Bases of Inherited
Disease, 82 Edicion 2001, Scriver et al. comp., pags. 3733-3774, McGraw-Hill, Nueva York; Eng et al., Am. J. Hum.
Genet. 1993; 53: 1186-1197; Eng et al., Mol. Med. 1997; 3: 174-182; y Davies et al., Eur. J. Hum. Genet. 1996; 4:
219-224). Hasta la fecha, se ha resefiado una diversidad de mutaciones de sentido incorrecto, sin sentido y de corte
y empalme, ademas de pequefias deleciones e inserciones, y grandes reordenamientos de genes.

Enfermedad de Gaucher

La enfermedad de Gaucher es una deficiencia de la enzima (-glucocerebrosidasa lisosomal que descompone
glucocerebrosidos grasos. La grasa se acumula entonces, principalmente en el higado, el bazo y la médula ésea. La
enfermedad de Gaucher puede resultar en dolor, fatiga, ictericia, lesion de los huesos, anemia e incluso la muerte.
Existen tres fenotipos clinicos de la enfermedad de Gaucher. Pacientes de Tipo 1 manifiestan ya sea en una fase
temprana de la vida o en la adultez temprana, moratones con facilidad y experimentan fatiga debido a la anemia,
plaquetas bajas, agrandamiento del higado y bazo, debilitamiento del esqueleto y, en algunos casos, tienen
discapacidad pulmonar y renal. No hay signos de implicacion cerebral. En el tipo I, se produce un brote temprano,
agrandamiento del higado y bazo a los 3 meses de edad y existe una amplia implicaciéon cerebral. Existe una alta
tasa de mortalidad a los 2 afios. El tipo Ill se caracteriza por agrandamientos del higado y bazo y convulsiones del
cerebro. El gen B-glucocerebrosidasa esta situado en el cromosoma 1921 humano. Su precursor de proteina
contiene 536 aminoacidos y su proteina madura es de 497 aminoacidos de longitud.

La enfermedad de Gaucher es considerablemente mas comun en los descendientes de los judios de Europa del
Este (asquenazi), aunque individuos de cualquier grupo étnico pueden verse afectados. Entre la poblacion judia
asquenazi, la enfermedad de Gaucher es el trastorno genético mas frecuente, con una incidencia de
aproximadamente 1 de cada 450 personas. En el publico en general, la enfermedad de Gaucher afecta a
aproximadamente 1 de cada 100.000 personas. De acuerdo con la Fundaciéon Nacional de Gaucher, 2.500
estadounidenses padecen la enfermedad de Gaucher.

Otros Trastornos por Deficiencia de Enzimas

La deficiencia de glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PD) es la deficiencia de la enzima humana ligada a X mas
comun. La enzima G6PD cataliza una reaccion de oxidacion/reducciéon que es esencial para la produccién de ribosa,
que es un componente esencial tanto de ADN como de ARN. G6PD también esta implicada en el mantenimiento de
niveles adecuados de NADPH dentro de la célula. NADPH es un cofactor requerido en muchas reacciones
biosintéticas. Individuos con esta deficiencia tienen sintomas clinicos que incluyen ictericia neonatal, dolor abdominal
y/o de espalda, mareos, dolor de cabeza, disnea (respiracion irregular) y palpitaciones.



Ademas de los trastornos hereditarios, otras deficiencias enzimaticas surgen de dafio a un tejido u 6rgano que
resulta de trastornos primarios o secundarios. Por ejemplo, el tejido pancreatico dafiado, o pancreatitis, es
provocado por resultados de alcoholismo en una deficiencia de las enzimas pancreaticas necesarias para la
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digestion. La pancreatitis esta siendo tratada actualmente utilizando una terapia de reemplazo enzimatico.

Tabla 1: Trastornos de Almacenamiento Lisosomal,

Especificas para el Sitio Activo de Moléculas Pequenas

Enzimas Defectuosas Asociadas y Chaperonas

TRASTORNO

ENZIMA DEFICIENTE

CHAPERONA REVERSIBLE

Enfermedad de Pompe

a-glucosidasa

1-desoxinojirimicina (DNJ)
a-homonojirimicina

castanoespermina

Enfermedad de Gaucher

B-glucosidasa acida

(glucocerebrosidasa)

isofagomina
N-dodecil-DNJ

calisteginas As, B1, B2y C4

Enfermedad de Fabry

a-galactosidasa A

1-desoxigalactonojirimicina (DGJ)
a-allo-homonojirimicina
a-galacto-homonoijirimicina
B-1-C-butil-desoxinojirimicina
Calisteginas A2 y B,

N-metil calisteginas A2 y B>

Gwi-gangliosidosis

B-galactosidasa acida

4-epi-isofagomina

1-desoxigalactonojirimicina

Enfermedad de Krabbe

Galactocerebrosidasa

4-epi-isofagomina

1-desoxigalactonojirimicina

Enfermedad de Morquio B

B-galactosidasa acida

4-epi-isofagomina

1-desoxigalactonojirimicina

a-manosidosis

a-manosidasa acida

1-desoximanojirimicina
Swainsonina

Manostatina A

B-manosidosis

B-manosidasa acida

2-hidroxi-isofagomina

Fucosidosis

a-L-fucosidasa acida

1-desoxifuconojirimicina
B-homofuconojirimicina
2,5-imino-1,2,5-tridesoxi-L-glucitol
2,5-desoxi-2,5-imino-D-fucitol

2,5-imino-1,2,5-tridesoxi-D-altritol

Enfermedad de Sanfilippo B

a-N-acetilgalactosaminidasa

1,2-didesoxi-2-N-acetamido-nojirimicina

Enfermedad de Schindler

a-N-acetilgalactosaminidasa

1,2-didesoxi-2-N-acetamido-
galactonojirimicina
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Enfermedad de Tay-Sachs

B-hexosaminidasa A

2-N-acetilamino-isofagamina
1,2-didesoxi-2-acetamido-nojirimicina

Nagstaina

Enfermedad de Sandhoff

B-hexosaminidasa B

2-N-acetamido-isofagamina
1,2-didesoxi-2-acetamido-nojirimicina

nagstaina

Enfermedad de Hurler-Scheie

a-L-iduronidasa

1-desoxiduronojirimicina

2-carboxi-3,4,5-tridesoxipiperidina

Enfermedad de Sly

B-glucuronidasa

6-carboxi-isofagomina

2-carboxi-3,4,5-tridesoxipiperidina

Sialidosis

Sialidasa

Acido 2,6-didesoxi-2,6-imino-sialico

Siastatina B

Enfermedad de Hunter

Iduronato sulfatasa

2,5-amhidromanitol-6-sulfato

Enfermedad de Niemann-Pick

Esfingomielinasa acida

desipramina, fosfatidilinositol-4,5-difosfato

Otros Trastornos Tratados Utilizando el Reemplazo de Proteinas

Ademas de trastornos caracterizados por deficiencias de proteinas, algunos trastornos son tratados mediante la
administracion de proteinas de reemplazo para potenciar o estimular los procesos biolégicos. Por ejemplo, a
individuos con anemia se les administra eritropoyetina recombinante (EPOGEN®, PROCRIT®, EPOIETIN®) para
estimular la produccion de glébulos rojos y aumentar el transporte de oxigeno a los tejidos. Ademas, se administran
interferones recombinantes tales como interferén alfa 2b (INTRON A®, PEG-INTRON® o REBETOL®) e interferon
beta 1a (AVONEX®, BETASERON®) para tratar la hepatitis B y la esclerosis multiple, respectivamente. Todavia
otras proteinas administradas son desoxirribonucleasa | humana recombinante (rhDNasa-PULMOZYME®), una
enzima que escinde selectivamente ADN utilizado para mejorar la funcidon pulmonar en pacientes con fibrosis
quistica; hormona estimulante del tiroides recombinante (THYROGEN®) desarrollada para su uso en pacientes con
cancer de tiroides que han tenido tiroidectomia casi total o total, y que, por lo tanto, deben tomar hormonas tiroideas;
G-CSF recombinante (NEUPOGEN®) para el tratamiento de la neutropenia de la quimioterapia, y enzimas
digestivas en individuos con pancreatitis. Otro sector importante de la terapia de proteinas es en el tratamiento de
enfermedades infecciosas y el cancer con anticuerpos que tienen un sitio activo altamente especifico y bien definido.
Productos terapéuticos de anticuerpos incluyen RESPIRGRAM® para el virus sincitial respiratorio, HERCEPTIN®
para el cancer de mama; REMICAID® y HUMIRA®, para la artritis y enfermedades inflamatorias, y otros. Las ASSCs
para anticuerpos son bien conocidas, y se puede emplear el antigeno diana o un analogo estructuralmente
relacionado (p. €j., una forma modificada de la diana activa o un mimético). Véase la Tabla 2 que figura a
continuacion para una lista de las proteinas actualmente en el mercado o que se estan evaluando en ensayos
clinicos para su uso como terapia de proteinas.

Tabla 2: Proteinas de Reemplazo Administradas en Trastornos Asociados

Proteina Nombre Comercial Funcién Terapéutica Fase de desarrollo
(rhuMab-VEGF) Dynepo™ anemia asociada con Fase lll
enfermedad renal
a-L-iduronidasa Aldurazyme™ mucopolisacaridosis-| Comercialmente disponible
alronidasa ADNr insulina diabetes Fase Ill
alteplasa Activase® infarto de miocardio agudo; Comercialmente disponible
embolismo pulmonar masivo
agudo; apoplejia isquémica en
las 3 a 5 horas del brote del
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sintoma
Darbepoyetina alfa Aranesp™ anemia Comercialmente disponible
Desoxirribonucleasa | Pulmozyme fibrosis quistica Comercialmente disponible
Drotrecogina alfa Xigris™ sepsis severa Comercialmente disponible
(proteina C activada)
efalizumab Raptiva® psoriasis de moderada a Comercialmente disponible
severa
eritropoyetina EPOGEN® anemia Comercialmente disponible
eritropoyetina PROCRIT® anemia Comercialmente disponible
etanercept Enbrel® artritis reumatoide; artritis Comercialmente disponible
psoriatica
factor IX BeneFIX™ hemofilia B Comercialmente disponible
hormona estimulante Follistim® infertilidad Comercialmente disponible
de foliculos
G-CSF Neupogen neutropenia que resulta de Comercialmente disponible
quimioterapia
glucocerebrosidasa Cerezyme™ enfermedad de Gaucher Comercialmente disponible
GM-CSF KGF mucositis Fase Ill completada
(Repifermin)
hormona del BioTropin™ deficiencia en hormona del Comercialmente disponible
crecimiento crecimiento en nifios
proteina de choque Leukine® mucositis y melanoma Comercialmente disponible
térmico
insulina Humalog® diabetes Comercialmente disponible
interferén Actimmune® fibrosis pulmonar idiopatica Comercialmente disponible

interferén alfa

Enbrel®

(enterecept)

espondilitis anquilosante,

psoriasis

Comercialmente disponible

Tabla 2 (continua)

Proteina

Nombre Comercial

Funcién Terapéutica

Fase de desarrollo

interferén alfa-2a

Roferon®-A

leucemia de células pilosas;
sarcoma de Kaposi; leucemia
mieldgena recombinante
cronica; hepatitis C

Comercialmente disponible

interferén alfa-n3

Actimmune®

infecciones fungicas

Comercialmente disponible

sistémicas
interferon alfa-n3 Alferon N verrugas genitales Comercialmente disponible
interferéon beta-1a Avonex® esclerosis multiple recidiva Comercialmente disponible
interferon beta-1a Pegasys® hepatitis C cronica Comercialmente disponible
interferon beta-1b Betaseron® esclerosis multiple recidiva, Comercialmente disponible
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remitente
interferén beta-1b Rebif® hepatitis C crénica Comercialmente disponible
interferon gamma 1b Actimmune® enfermedad granulomatosa Comercialmente disponible
cronica; osteopetrosis
agalsidasa beta Fabrazyme™ enfermedad de Fabry Comercialmente disponible
interlequina-2 Proleukin® carcinoma de células renales; | Comercialmente disponible
melanoma metastasico
factor de crecimiento Avastin™ cancer colorrectal Fase Ill completada
de queratinocitos
lepirudina Refludan™ trombocitopenia inducida por | Comercialmente disponible
heparina tipo Il
(anticoagulante)
omalizumab Xolair® asma relacionado con alergia | Comercialmente disponible
rasburicasa Elitek® hiperuricemia Comercialmente disponible
reteplasa (factor de Retavase® infarto de miocardio agudo Comercialmente disponible
plasmindgeno tisular)
hormona estimulante Thyrogen® cancer de tiroides Comercialmente disponible
del tiroides
TNF-alfa Oncophage® cancer colorrectal, de células Fase Il
renales, melanoma
trastuzumab Herceptin® cancer de mama metastasico | Comercialmente disponible
que sobre-expresa HER2

Tratamiento de Deficiencias de Proteinas y Otros Trastornos

Como se mencion6 brevemente arriba, la terapia génica, la terapia de reemplazo de proteinas y la terapia de
inhibidor de moléculas pequefias se han desarrollado como estrategias terapéuticas para el tratamiento de
trastornos genéticos que resultan de deficiencias de proteinas y para trastornos que se benefician de la
administracion de las proteinas de reemplazo.

La terapia de reemplazo de proteinas aumenta la cantidad de proteina mediante la introduccion exégena de proteina
de tipo natural o biolégicamente funcional por medio de infusion. Esta terapia ha sido desarrollada para muchos
trastornos genéticos, incluyendo la enfermedad de Gaucher y la enfermedad de Fabry, como se referencia arriba. La
enzima de tipo natural se purifica a partir de un sistema de expresion celular recombinante (p. €j., células de
mamifero o células de insecto - véanse las Patentes de EE.UU. N°. 5.580.757 expedida a Desnick et al.; 6.395.884
y 6.458.574 expedidas a Selden et al; 6.461.609 expedida a Calhoun et al; 6.210.666 expedida a Miyamura et al.;
6.083.725 expedida a Selden et al.; 6.451.600 expedida a Rasmussen et al.; 5.236.838 expedida a Rasmussen et
al.; y 5.879.680 expedida a Ginns et al.), placenta humana, o leche de origen animal (véase la patente de EE.UU. N°
6.188.045 expedida a Reuser et al.). Después de la infusién, se espera que la enzima exdgena sea absorbida por
los tejidos a través de un mecanismo no especifico o especifico para el receptor. En general, la eficiencia de
absorcion no es alta, y el tiempo de circulacion de la proteina exdgena es corto (loannu et al., Am. J. Hum. Genet.
2001; 68: 14-25). Ademas, la proteina exdgena es inestable y esta sometida a una rapida degradacion intracelular.

Ademas del reemplazo de proteinas y la terapia génica, la terapia de pequefias moléculas utilizando inhibidores de
la enzima se ha descrito para el tratamiento de LSDs, a saber, inhibidores de moléculas pequefias Utiles para la
privacién de sustrato de los precursores de la enzima deficiente, arriba referenciado. Inhibidores de moléculas
pequefias se han descrito para el tratamiento de LSDs, incluyendo la enfermedad de Fabry, la enfermedad de
Gaucher, la enfermedad de Pompe, la enfermedad de Tay Sachs, la enfermedad de Sandhoff y gangliosidosis GM2
(véanse las patentes de EE.UU. N°s. 5.472.969, 5.580.884, 5.798.366 y 5.801.185 expedidas a Platt et al.).

Co-Terapia Utilizando ASSCs y Reemplazo de Proteinas

La presente invenciéon aumenta la eficacia de la terapia de reemplazo de proteinas mediante el aumento de la
estabilidad de la proteina purificada in vitro en una formulacién o composicion e in vivo mediante la coadministracion
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de una ASSC para la proteina. El cribado para una ASSC apropiada para la proteina diana se puede conseguir
utilizando métodos habituales en la técnica, por ejemplo, como se describe en la Solicitud de Patente de EE. UU. N°
de Serie 10/337.179, presentada el 28 de febrero de 2003, que se incorpora a esta memoria por referencia.

Produccién de Proteinas de Reemplazo

Los trastornos que pueden ser tratados utilizando el método de la presente invencién incluyen, pero no se limitan a
LSDs, deficiencia de glucosa-6-fosfato deshidrogenasa, enfisema hereditario, hipercolesterolemia familiar,
cardiomiopatia hipertréfica familiar, fenilcetonuria, anemia, hepatitis B y esclerosis multiple.

Las proteinas de reemplazo utiles para los métodos de la presente invencién pueden ser aisladas y purificadas
utilizando la biologia molecular ordinaria, microbiologia y técnicas de ADN recombinante dentro de la experiencia de
la técnica. Por ejemplo, acidos nucleicos que codifican la proteina de reemplazo pueden ser aislados utilizando la
expresion de ADN recombinante segun se describe en la bibliografia. Véase, p. ej., Sambrook, Fritsch y Maniatis,
Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Segunda Edicion (1989) Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring
Harbor, Nueva York (en esta memoria "Sambrook et al., 1989"); DNA Cloning. A practical Approach, Volumenes | y Il
(D. N. Glover comp. 1985); Oligonucleotide Synthesis (M. J. Gait comp. 1984); Nucleic Acid Hybridization [B. D.
Harnes y S. J. EHiggins comps. (1985)]; Transcription And Translation [B. D. Harnes y S. J. Higgins, comps. (1984)];
Animal Cell Culture [R. |. Freshney, comp. (1986)]; Immobilized Cells And Enzymes [IRL Press, (1986)]; B. EPerbal,
A Practical Guide To Molecular Cloning (1984); F. M. Ausubel et al. (comps.), Current Protocols in Molecular Biology,
John Wiley & Sons, Inc. (1994). El acido nucleico que codifica la proteina puede ser de longitud completa o truncado,
siempre y cuando el gen codifique una proteina biolégicamente activa. Por ejemplo, una forma truncada,
biolégicamente activa de a-Gal A, la enzima defectuosa asociada con la enfermedad de Fabry, se ha descrito en la
Patente de EE.UU. N°. 6.210.666 expedida a Miyamura et al.

El gen identificado y aislado que codifica la proteina diana puede entonces ser insertado en un vector de clonacion
apropiado. Se puede utilizar un gran ndmero de sistemas de vector-huésped conocidos en la técnica. Posibles
vectores incluyen, pero no se limitan a plasmidos o virus modificados, pero el sistema vector debe ser compatible
con la célula huésped utilizada. Ejemplos de vectores incluyen, pero no se limitan a E. coli, bacteriéfagos tales como
derivados lambda, o plasmidos tales como derivados de pBR322 o derivados del plasmido pUC, p. €j., vectores
pGEX, pmal-c, pFLAG, etc. La insercion en un vector de clonacién se puede conseguir, por ejemplo, ligando el
fragmento de ADN en un vector de clonacién que tiene extremos cohesivos complementarios. Sin embargo, si los
sitios de restriccion complementarios utilizados para fragmentar el ADN no estan presentes en el vector de
clonacién, los extremos de las moléculas de ADN pueden modificarse enzimaticamente. Alternativamente, se puede
producir cualquier sitio deseado ligando secuencias de nucleétidos (enlazadores) a los extremos del ADN; estos
enlazadores ligados pueden comprender oligonucleétidos sintetizados quimicamente especificos que codifican
secuencias de reconocimiento de endonucleasas de restriccion. La produccién de la proteina recombinante puede
maximizarse mediante manipulaciones genéticas tal como incluyendo un péptido sefal en el extremo N para facilitar
la secrecién o una secuencia 3' no traducida que contiene un sitio de poliadenilacion.

En una realizaciéon preferida, las construcciones utilizadas para transducir células huésped son vectores derivados
de virus, que incluyen pero no se limitan a adenovirus, virus adeno-asociados, virus herpes, virus de las paperas,
poliovirus, retrovirus, virus Sindbis y virus vacuna.

Moléculas recombinantes pueden introducirse en células huésped a través de transformacion, transfeccion,
infeccion, electroporacion, etc., de modo que se generan muchas copias de la secuencia del gen. Preferiblemente, el
gen clonado esta contenido en un plasmido vector lanzadera que proporciona la expansion en una célula de
clonacion, p. ej., E. coli, y la facil purificacion para la insercion posterior en una linea celular de expresion apropiada,
si se desea.

Sistemas de huésped-vector potenciales incluyen, pero no se limitan a sistemas de células de mamiferos infectadas
con virus (p. €j., virus vacuna, adenovirus, etc.); sistemas de células de insectos infectadas con virus (p. €j.,
baculovirus); microorganismos tales como vectores de levadura que contienen levaduras; o bacterias transformadas
con bacteriéfago, ADN, ADN del plasmido o ADN del césmido. Los elementos de expresion de vectores varian en
sus resistencias y especificidades. Dependiendo del sistema huésped-vector utilizado, puede utilizarse uno
cualquiera de un cierto nimero de elementos de transcripcion y traduccion adecuados. Diferentes células huésped
tienen mecanismos caracteristicos y especificos para el procesamiento y la modificacion de la traduccién y post-
traduccion (p. €j., glicosilacion, escision [p. €j., de la secuencia sefial]) de proteinas. Lineas celulares o sistemas
huéspedes apropiados se pueden elegir para asegurar la modificacion y el procesamiento deseados de la proteina
extrafia expresada tales como glicosilacion, sialilacion y fosforilacién. Por ejemplo, la expresion en un sistema
bacteriano se puede utilizar para producir un producto de proteina de nucleo no glicosilado. Sin embargo, la proteina
expresada en bacterias no puede plegarse apropiadamente. La expresion en levaduras puede producir un producto
glicosilado. La expresion en células eucariotas puede aumentar la probabilidad de una glicosilacion "nativa" y el
plegamiento de una proteina heteréloga. Ademas, la expresion en células de mamifero puede proporcionar una
herramienta para reconstituir o constituir la proteina. Ademas, diferentes sistemas de expresion vector/huésped
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pueden afectar a las reacciones de procesamiento tales como escisiones proteoliticas, en una medida diferente. La
eficacia de la expresion se puede aumentar mediante el uso de una chaperona especifica, segun se describe en la
Patente de EE.UU. N°. 6.274.597, y miembros de la familia relacionados arriba descritos.

La purificacion de la proteina expresada de forma recombinante se puede lograr utilizando métodos conocidos en la
técnica tales como mediante precipitacion con sulfato de amonio, cromatografia en columna que contiene resinas de
interaccion hidrofoba, resinas de intercambio catidnico, resinas de intercambio anidnico, y resinas de
cromatoenfoque. Alternativamente, la cromatografia de inmunoafinidad se puede utilizar para purificar la proteina
recombinante utilizando un anticuerpo policlonal o monoclonal apropiado que se une especificamente a la proteina,
0 a una etiqueta que esta fusionada a la proteina recombinante. En una realizaciéon preferida, la pureza de la
proteina recombinante utilizada para el método de la presente invencion sera de al menos 95%, preferiblemente
97% y mas preferiblemente mayor que 98%.

Administracion de Proteinas de Reemplazo

Se pueden emplear numerosos métodos para lograr la absorcion y la fijacion como objetivo de la proteina de
reemplazo por parte de las células. Se han identificado las secuencias peptidicas que median en el transporte de
membrana y, por consiguiente, proporcionan el suministro de polipéptidos al citoplasma. Por ejemplo, tales péptidos
se pueden derivar de la hélice 3 del homeodominio de Antennapedia para generar vectores de transporte de
membrana tales como penetratina (publicacion PCT WO 00/29427; véase también Fischer et al, J. Pept. Res. 2000;
55: 163-72; DeRossi et al., Trends in Cell Biol. 1998; 8:84-7; Brugidou et al., Biochem. Biophys. Res. Comm. 1995;
214:685-93), la proteina VP22 del virus herpes simplex (Phelan et al, Nat. Biotechnol. 1998; 16:440-3), y el activador
transcripcional TAT del VIH. Dominios de transduccion de proteinas, incluyendo el dominio Antennapedia y el
dominio TAT del VIH (véase Vives et al., J. Biol. Chem. 1997; 272:16010-17), poseen una carga positiva
caracteristica, que condujo al desarrollo de péptidos 12-meros catidnicos que se puede utilizar para transferir
proteinas terapéuticas y ADN en las células (Mi et al., Mol. Therapy 2000; 2:339-47). Los dominios de transduccion
de proteinas arriba mencionadas estan unidos covalentemente a la proteina diana, ya sea por reticulacion covalente
quimica o por la generacién como una proteina de fusion. Ademas, un dominio de transduccion de proteina sintética
no-covalente ha sido desarrollado recientemente por Active Motif Inc. (Carlsbad, CA). Este dominio se asocia con la
proteina diana a través de interacciones hidréfobas, y ventajosamente se disocia de la proteina una vez dentro de la
célula (Morris et al., Nat. Biotechnol. 2001; 19: 1173-6). Ademas, soportes de lipidos han demostrado recientemente
suministrar proteinas a las células, ademas de un uso establecido para la entrega de ADN desnudo (Zelphati et al.,
J. Biol. Chem. 2001; 276:35103-10). Para una visidon general de las técnicas de translocacion de proteinas véase
Bonetta, The Scientist 2002; 16(7):38.

En realizaciones especificas, las proteinas de reemplazo utilizadas en el método de la presente invenciéon son
enzimas asociadas con trastornos de almacenamiento lisosomal (véase la Tabla 1). Secuencias de acidos nucleicos
que codifican versiones de tipo natural de este tipo de enzimas se pueden encontrar en la bibliografia o en bases de
datos publicas tales como GenBank, p. €j., X14448 para a-Gal A (AGA), J03059 para glucocerebrosidasa (GCB)
humana, M74715 para un a-liduronidasa (IDUA) humana, M34424 para o-glucosidasa acida (GAA) humana,
AF011889 para iduronato 2-sulfatasa (IDS) humana y M59916 para esfingomielinasa acida (ASM) humana.

Reemplazo de Enzimas en LSDs. Varias enzimas de reemplazo para LSDs estan disponibles actualmente en
Europa y los EE.UU. Estas incluyen Cerezyme®, forma recombinante de glucerebrosidasa para el tratamiento de la
enfermedad de Gaucher; Fabrazyme®, forma recombinante de alfa galactosidasa A; Aldurazyme®, una enzima
recombinante para el tratamiento de MPS 1, todas de Genzyme Corp. y alfa glucosidasa recombinante para
pacientes con enfermedad de Pompe (Van den Hout et al, Lancet 2000; 56:397-8).

Chaperonas Especificas para el Sitio Activo

Las ASSCs contempladas por la presente invencion incluyen, pero no se limitan a moléculas pequefias (p. €j.,
moléculas organicas o inorganicas que son de un peso molecular menor que aproximadamente 2 kD, son de un
peso molecular mas preferiblemente menor que aproximadamente 1 kD), incluyendo miméticos de sustrato o de
participante en la union; péptidos o miméticos de los mismos derivados de ligandos pequefios; acidos nucleicos tales
como ADN, ARN; anticuerpos, incluyendo Fv y anticuerpos de cadena sencilla, y fragmentos Fab; macromoléculas
(p- €j., moléculas de un peso molecular mayor que aproximadamente 2 kD) y miembros de genotecas derivados por
quimica combinatoria tales como genotecas moleculares de aminoacidos de configuracién D y/o L; fosfopéptidos
tales como miembros de genotecas de fosfopéptidos aleatorias o parcialmente degeneradas, dirigidas (véase, p. €.,
Songyang et al, Cell 1993; 72:767-778).

Genotecas sintéticas (Needels et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1993; 90:10700-4; Ohlmeyer et al., Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 1993; 90:10922-10926; Lam et al., publicacién PCT N° WO 92/00252; Kocis et al., publicacion PCT N° WO
94/28028) proporcionar una fuente de ASSCs potenciales de acuerdo con la presente invencion. Genotecas de
compuestos sintéticos estan disponibles comercialmente de Maybridge Chemical Co. (Trevillet, Cornwall, Reino
Unido), ComGenex (Princeton, NJ), Brandon Associates (Merrimack, NH), y Microsource (New Milford, CT). Una
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genoteca quimica rara esta disponible de Aldrich (Milwaukee, WI). Alternativamente, genotecas de compuestos
naturales en forma de extractos bacterianos, fungicos, vegetales y animales estan disponibles, p. ej., de Pan
Laboratories (Bothell, WA) o MycoSearch (NC), o se pueden producir faciimente. Adicionalmente, las genotecas y
los compuestos naturales y producidos sintéticamente se modifican facilmente mediante Res. 1986; 155:119-29.

En una realizacion preferida, ASSCs Utiles para la presente invencion son inhibidores de enzimas lisosomales e
incluyen derivados de imino-azucares glucosa y galactosa tal como se describe en Asano et al., J. Med. Chem 1994;
37:3701-06; Dale et al., Biochemistry 1985; 24:3530-39; Goldman et al., J. Nat. Prod. 1996; 59:1137-42; Legler et al,
Carbohydrate Res. 1986; 155:119-29. Derivados de este tipo incluyen, pero no se limitan a los compuestos listados
en la Tabla 1. Algunos de estos compuestos se pueden adquirir de fuentes comerciales tales como Toronto
Investigacion Chemicals, Inc. (North York, On. Canada) y Sigma.

En una realizacién preferida, ASSCs Utiles para la presente invencién son activadores de los reguladores de la
conductancia transmembrana de la fibrosis quistica (CFTR) que incluyen compuestos de benzo(c)quinolizinio segun
se describe en Dormer et al., J. Cell Sci. 2001;114:4073-81; y Ma et al., J. Biol. Chem. 2002; 277:37235-41.

En otra realizacion preferida, ASSCs Utiles para la presente invencion son ligandos de receptores acoplados a
proteina G, tales como el receptor opioide ©, receptor de la vasopresina V2, y el fotopigmento rodopsina segun se
describe en Petaja-Repo et al, EMBO J., 2002; 21:1628-37; Morello et al., J. Clin. Invest. 2000; 105: 887-95; Saliba
et al., J. Cell Sci. 2002; 115:2907-18.

En otra realizacién preferida, ASSCs Utiles para la presente invencién son compuestos que estabilizan el dominio de
union al ADN de p53, segun se describe en Foster et al., Science 1999.; 286: 2507-10; Friedler et al., PNAS 2002;
99:937-42.

En aun otra realizaciéon preferida, ASSCs Utiles para la presente invencion son bloqueadores de proteinas de los
canales de iones, tales como el canal de potasio HERG en el sindrome del QT largo humano, canal de potasio
sensible a ATP (Karp) pancreatico en el hiperinsulinismo familiar, segun se describe en Zhou et al., J Biol. Chem.
1999; 274:31123-26; Taschenberger et al., J. Biol. Chem. 2002; 277:17139-46.

Formulaciones

En una realizacion, la ASSC y la proteina de reemplazo se formulan en una Unica composicion. Una composicion de
este tipo mejora la estabilidad de la proteina durante el almacenamiento y la administracion in vivo, aumentando con
ello la eficacia terapéutica. La formulacién es preferiblemente adecuada para la administracién parenteral,
incluyendo subcutanea intravenosa e intraperitoneal, pero las formulaciones adecuadas para otras vias de
administracion tales como la oral, intranasal o transdérmica también se contemplan.

En otra realizacion, la proteina de reemplazo y la ASSC se formulan en composiciones separadas. En esta
realizacion, la chaperona y la proteina de reemplazo se pueden administrar por la misma via, p. €j., infusion
intravenosa, o diferentes vias, p. €j., infusién intravenosa para la proteina de reemplazo y administracion oral para la
ASSC.

Las formulaciones farmacéuticas adecuadas para uso inyectable incluyen disoluciones acuosas estériles (en su caso
solubles en agua) o dispersiones y polvos estériles para la preparacion extemporanea de disoluciones o
dispersiones inyectables estériles. En todos los casos, la forma debe ser estéril y debe ser fluida en la medida en
que exista una facil inyectabilidad. Debe ser estable en las condiciones de fabricacién y almacenamiento y debe
preservarse contra la accion contaminante de microorganismos tales como bacterias y hongos. El soporte puede ser
un disolvente o un medio de dispersion que contiene, por ejemplo, agua, etanol, poliol (por ejemplo, glicerol,
propilenglicol, y polietilenglicol, y similares), mezclas adecuadas de los mismos, y aceites vegetales. La fluidez
apropiada puede mantenerse, por ejemplo, mediante el uso de un revestimiento tal como lecitina, mediante el
mantenimiento del tamafio de particula requerido en el caso de dispersién y mediante el uso de tensioactivos. Las
prevenciones de la acciéon de microorganismos puede conseguirse mediante diversos agentes antibacterianos y
antifingicos, por ejemplo parabenos, clorobutanol, fenol, alcohol bencilico, acido sérbico y similares. En muchos
casos, sera preferible incluir agentes isotonicos, por ejemplo azucares o cloruro sédico. La absorcion prolongada de
las composiciones inyectables puede ser provocada por el uso en las composiciones de agentes que retrasan la
absorcion, por ejemplo monoestearato de aluminio y gelatina.

Las soluciones inyectables estériles se preparan incorporando la proteina purificada y la ASSC en la cantidad
requerida en el disolvente apropiado con varios de los otros ingredientes arriba enumerados, segun se requiera,
seguido por esterilizacion por filtracion o terminal. Generalmente, las dispersiones se preparan incorporando los
diversos ingredientes activos esterilizados en un vehiculo estéril que contiene el medio de dispersion basico y los
otros ingredientes requeridos de los arriba enumerados. En el caso de polvos estériles para la preparacion de
disoluciones inyectables estériles, los métodos preferidos de preparacion son secado en vacio y la técnica de
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liofilizacion que proporciona un polvo del ingrediente activo mas cualquier ingrediente adicional deseado a partir de
una disolucién previamente filtrada en condiciones estériles del mismo.

Preferiblemente, la formulaciéon contiene un excipiente. Excipientes farmacéuticamente aceptables que pueden
incluirse en la formulacién son tampones tales como tampdn citrato, tampoén fosfato, tampdn acetato y tampdn
bicarbonato, aminoacidos, urea, alcoholes, acido ascorbico, fosfolipidos; proteinas tales como albumina de suero,
colageno y gelatina; sales tales como EDTA o EGTA, y cloruro sédico; liposomas; polivinilpirrolidona; azucares tales
como dextrano, manitol, sorbitol y glicerol; propilenglicol y polietilenglicol (p. ej., PEG-4000, PEG-6000); glicerol;
glicina u otros aminoacidos; y lipidos. Sistemas tampoén para uso con las formulaciones incluyen citrato; acetato;
bicarbonato; y tampones fosfato. El tampon fosfato es una realizacion preferida.

La formulacién también contiene preferiblemente un detergente no idnico. Detergentes no ionicos preferidos incluyen
polisorbato 20, polisorbato 80, Triton X-100, Triton X-114, Nonidet P-40, octil a-glucésido, octil B-glucésido, Brij 35,
Pluronic y Tween 20.

Para la liofilizacion de preparaciones de proteina y chaperona, la concentracion de proteinas puede ser 0,1-10
mg/mL. Agentes de carga tales como glicina, manitol, albimina y dextrano, se pueden afiadir a la mezcla de
liofilizacion. Ademas, posibles crioprotectores tales como disacaridos, aminoacidos y PEG, se pueden afiadir a la
mezcla de liofilizacién. También se puede afadir cualquiera de los tampones, excipientes y detergentes arriba
listados.

Formulaciones para administracion por inhalacion pueden contener lactosa u otros excipientes, o pueden ser
disoluciones acuosas que pueden contener polioxietilen-9-lauril-éter, glicocolato o desoxicocolato. Un aerosol de
inhalacion preferido se caracteriza por tener particulas de pequefia densidad de masa y un gran tamanio. Particulas
con densidades de masa de menos de 0,4 gramos por centimetro cubico y diametros medios que exceden de 5 pm
suministran eficazmente productos terapéuticos inhalados en la circulacion sistémica. Particulas de este tipo son
inspiradas profundamente en los pulmones y escapan de los mecanismos de limpieza natural de los pulmones hasta
que las particulas inhaladas suministren su carga util terapéutica. (Edwards et al, Science 1997; 276:1868-1872).
Preparaciones de proteina de reemplazo de la presente invencién se pueden administrar en forma de aerosol, por
ejemplo utilizando métodos de preparacion y formulaciones segun se describen en las patentes de EE.UU. N°s.
5.654.007, 5.780.014 y 5.814.607, cada una incorporada en esta memoria como referencia. La formulacion para la
administracion intranasal puede incluir disoluciones oleosas para la administracion en forma de gotas nasales, o
como un gel a ser aplicado por via intranasal.

Formulaciones para administracién tépica a la superficie de la piel pueden prepararse dispersando la composicion
con un soporte dermatolégico aceptable tal como una locion, crema, ungliiento o jabon. Particularmente Utiles son
soportes capaces de formar una pelicula o capa sobre la piel para localizar la aplicacion e inhibir su eliminacion.
Para la administracion topica a superficies de tejido interno, la composicion puede dispersarse en un adhesivo tisular
liquido u ofra sustancia conocida para potenciar la adsorcion a una superficie de tejido. Alternativamente, se pueden
utilizar disoluciones de revestimiento de tejidos tales como formulaciones que contienen pectina.

En realizaciones preferidas, las formulaciones de la invenciéon se suministran en cualquiera de las formulaciones
liquidas o en forma de polvo en dispositivos que administran convenientemente una dosis predeterminada de la
preparacion; ejemplos de tales dispositivos incluyen un inyector sin aguja, ya sea para la inyeccion subcutanea o
intramuscular, y un dispositivo de suministro de aerosol medido. En otros casos, la preparacion puede suministrarse
en una forma adecuada para la liberacion sostenida tal como en un parche o apdésito a ser aplicado a la piel para la
administracion transdérmica, o a través de dispositivos erosionables para la administracién transmucosal. En los
casos en los que la formulacion, p. €j., la ASSC se administra por via oral en forma de comprimido o capsula, la
preparacion se puede suministrar en una botella con una tapa separable o como parches de ampollas.

Estabilidad in vitro. El asegurar la estabilidad de una formulacidon farmacéutica durante su vida util es un reto
importante. Antes del desarrollo de un producto farmacéutico proteinico, deben explorarse y abordarse
inestabilidades inherentes o latentes dentro de los ingredientes activos. La inestabilidad de productos terapéuticos
proteinicos y peptidicos se clasifica como inestabilidad quimica o inestabilidad fisica. Ejemplos de inestabilidad
quimica son hidrdlisis, oxidacion y desamidacion. Ejemplos de inestabilidad fisica son agregacion, precipitacion y
adsorcién a superficies. Ademas, una proteina puede ser sometida a esfuerzos tales como pH, temperatura,
esfuerzo de cizalla, esfuerzo de congelacidon/descongelacion y combinaciones de estos esfuerzos.

Uno de los problemas de formulacion mas prevalentes es la agregacion del producto, resultando en una pérdida de
bioactividad. La adiciéon de excipientes puede retardar el proceso, pero no puede impedirlo por completo. Pérdidas
de actividad pueden o pueden no ser detectadas mediante ensayos fisicos y sélo son evidentes en bioensayos o
ensayos de potencia con grandes coeficientes de variacion (algunas veces de 15-20%), haciendo dificil determinar
las pérdidas reales.
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La ASSC ha demostrado potenciar la actividad enzimatica mediante la prevencion de la degradacion de enzimas y la
agregacion de las proteinas enzimaticas (Fan et al, Nat Med 1999; 5:112-5; Fig. 1). En la realizacion en la que la
ASSC y la proteina de reemplazo estan en la misma composicion, las composiciones formuladas de la invencion se
pueden proporcionar en recipientes adecuados para el mantenimiento de la esterilidad, y de manera importante, la
proteccion de la actividad de la proteina de reemplazo durante la distribucion y el almacenamiento adecuados.
Ademas de la estabilizacion de la proteina in vivo, la ASSC se une de forma reversible a y estabiliza la conformacion
de la proteina de reemplazo in vitro, impidiendo asi la agregacion y la degradacion, y extendiendo la vida util de la
formulacion. El analisis de la interaccion ASCC/proteina de reemplazo se puede evaluar utilizando técnicas bien
conocidas en la técnica tales como, por ejemplo, calorimetria diferencial de barrido, o dicroismo circular.

Por ejemplo, en los casos en los que se suministra una formulacién inyectable acuosa de la composicién en un vial
con tapon adecuado para la retirada de los contenidos utilizando una aguja y una jeringa, la presencia de una ASSC
inhibe la agregacion de la proteina de reemplazo. El vial puede ser, ya sea para un solo uso o para usos multiples.
La formulacién también se puede suministrar como una jeringa prellenada. En otra realizacion, la formulacion esta
en un estado seco o liofilizado, lo que requeriria la reconstitucion con un diluyente fisiolégico, estandar o
suministrado, a un estado liquido. En este caso, la presencia de una ASSC estabilizaria la proteina de reemplazo
durante y después de la reconstitucion para evitar la agregacion. En la realizacion en la que la formulacién es un
liquido para la administraciéon intravenosa, tal como en una bolsa estéril para la conexién a un conducto de
administracion intravenosa o catéter, la presencia de una ASSC conferiria el mismo beneficio.

Ademas de estabilizar la proteina de reemplazo a ser administrada, la presencia de una ASSC puede permitir que la
formulacion farmacéutica sea almacenada a un pH neutro de aproximadamente 7,0-7,5. Esto conferira un beneficio
a proteinas que normalmente se deben almacenar a un pH inferior para preservar la estabilidad. Por ejemplo,
enzimas lisosomales tales como las listadas en la Tabla 1, retienen una conformacion estable a un pH bajo (p. €j.,
5,0 o inferior). Sin embargo, el almacenamiento prolongado de la enzima de reemplazo a un pH bajo puede acelerar
la degradacion de la enzima y/o formulacion.

Formulaciones independientes. Cuando la enzima de reemplazo y la ASSC estan en formulaciones separadas, la
ASSC puede estar en una forma adecuada para cualquier via de administracién, incluidas todas las formas descritas
anteriormente, p. ej., como una solucién acuosa estéril o en un polvo liofilizado seco que se afiade a la formulacion
de la proteina de reemplazo durante o inmediatamente después de la reconstitucion para evitar la agregacion in vitro
antes de la administracion. Como alternativa, la ASSC se puede formular para la administracién oral en forma de
comprimidos o capsulas preparados mediante medios convencionales con excipientes farmacéuticamente
aceptables tales como agentes aglutinantes (p. ej., almidén de maiz pregelatinizado, polivinilpirrolidona o
hidroxipropilmetilcelulosa); materiales de relleno (p. €j., lactosa, celulosa microcristalina o hidrogenofosfato de
calcio); lubricantes (p. €j., estearato de magnesio, talco o silice); desintegrantes (p. €j., almidon de patata o glicolato
sédico de almidon); o agentes humectantes (p. €j., laurilsulfato de sodio). Los comprimidos se puedan recubrir
mediante métodos muy conocidos en la técnica. Las preparaciones liquidas para la administracién oral pueden
tomar la forma de, por ejemplo, soluciones, jarabes o suspensiones, o se pueden presentar como un producto seco
para la constitucion con agua u otro vehiculo adecuado antes de su uso. Tales preparaciones liquidas se pueden
preparar mediante medios convencionales con aditivos farmacéuticamente aceptables tales como agentes de
suspension (p. ej., jarabe de sorbitol, derivados de celulosa o grasas comestibles hidrogenadas); agentes
emulsionantes (p. €j., lecitina o acacia); o vehiculos no acuosos (p. €j., aceite de almendras, ésteres oleosos, alcohol
etilico o aceites vegetales fraccionados); y conservantes (p. €j., p-hidroxibenzoatos de metilo o propilo o acido
sorbico). Las preparaciones también pueden contener sales tamponantes, agentes saborizantes, colorantes y
edulcorantes segun sea apropiado. Las preparaciones para la administracion oral se pueden formular de manera
adecuada para proporcionar la liberacion controlada del compuesto activo.

Administracion

La via de administracion puede ser oral o parenteral, incluyendo intravenosa, subcutanea, intra-arterial,
intraperitoneal, oftalmica, intramuscular, bucal, rectal, vaginal, intraorbital, intracerebral, intradenal, intracraneal,
intraespinal, intraventricular, intratecal, intracisternal, intracapsular, intrapulmonar, intranasal, transmucosal,
transdérmica, o via inhalacion.

La administracion de las formulaciones parenterales arriba descritas puede ser mediante inyecciones periodicas de
un bolo de la preparacion, o puede administrarse mediante administracion intravenosa o intraperitoneal a partir de un
depdsito que es externo (p. €j., una bolsa i.v.) o interno (p. €j., un implante bioerosionable, un érgano bioartificial, o
una poblacion de células implantadas que producen la proteina de reemplazo). Véanse, p. €j., las patentes de
EE.UU. N°s. 4.407.957 y 5.798.113, cada una incorporada a esta memoria por referencia. Métodos y aparatos de
suministro intrapulmonar se describen, por ejemplo, en las patentes de EE.UU. N%. 5.654.007, 5.780.014 y
5.814.607, cada una incorporada en esta memoria como referencia. Otros sistemas de suministro parenteral Utiles
incluyen particulas de copolimeros de etileno-acetato de vinilo, bombas osmoéticas, sistemas de infusion
implantables, suministro mediante bomba, suministro de células encapsuladas, suministro liposomal, inyeccion
suministrada por aguja, inyeccion sin aguja, nebulizador, dispositivo aerosol, electroporacion y parche transdenal.
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Dispositivos inyectores sin aguja se describen en las patentes de EE.UU. N°s 5.879.327; 5.520.639; 5.846.233 y
5.704.911, cuyas memorias descriptivas se incorporan a esta memoria por referencia. Cualquiera de las
formulaciones arriba descritas puede administrarse en estos métodos.

Las inyecciones subcutaneas de la proteina de reemplazo y/o ASSC tienen las ventajas que permiten la auto-
administracion, mientras que también resulta en una semivida en plasma prolongada en comparacion con la
administracion intravenosa. Ademas de ello, se puede utilizar una diversidad de dispositivos disefiados para la
conveniencia del paciente tales como plumas de inyeccién recargables y dispositivos de inyeccion sin aguja, con las
formulaciones de la presente invencion segun se discute en esta memoria.

Programacién. Cuando la proteina de reemplazo y la ASSC estan en formulaciones separadas, la administracion
puede ser simultanea, o la ASSC se puede administrar antes, o después de la proteina de reemplazo. Por ejemplo,
cuando se administra la proteina de reemplazo por via intravenosa, la ASSC se puede administrar durante un
periodo de 0 h a 6 h después. Como alternativa, la chaperona se puede administrar de 0 a 6 h antes de la proteina.

En una realizacion preferida, donde la ASSC y la proteina de reemplazo se administran por separado, y donde la
ASSC tiene una semivida de circulacion corta (p. €j., una molécula pequefia), la ASSC se puede administrar por via
oral de manera continua, tal como a diario, con el fin de mantener un nivel constante en la circulacion. Tal nivel
constante sera el que se haya determinado que no es téxico para el paciente, y éptimo respecto a la interaccion con
una proteina de reemplazo diana durante el tiempo de administracion para conferir un efecto terapéutico no
inhibidor.

En otra realizacion, la ASSC se administra durante el periodo de tiempo requerido para el recambio de la proteina de
reemplazo (que se puede ampliar mediante la administracion de la ASSC).

Independientemente de la programacion, la administracion debe ser tal que la concentracion de la proteina y la
ASSC deben ser tales que la chaperona estabilice, pero no evite o inhiba la actividad de la proteina in vivo. Esto
también es valido cuando la proteina de reemplazo y la ASSC se administran en la misma formulacién.

Estabilidad in vivo. Tal como se ha descrito anteriormente para las formulaciones in vitro, la presencia de una
ASSC para la proteina de reemplazo tendra el beneficio de prolongar la semivida plasmatica, y mantener de esta
manera niveles eficaces de la proteina de reemplazo durante periodos de tiempo mas prolongados, lo que da como
resultado un aumento de la exposicion de los tejidos afectados clinicamente a la proteina de reemplazo y, por lo
tanto, una mayor captacion de la proteina por los tejidos. Esto confiere efectos beneficiosos al paciente tales como
un mayor alivio, reduccion de la frecuencia, y/o reduccion en la cantidad administrada. Esto también reducira el
coste del tratamiento.

Ademas de estabilizar las proteinas de reemplazo de tipo natural, la ASSC también estabilizara y mejorara la
expresion de las proteinas mutantes enddgenas que son deficientes como resultado de mutaciones que evitan el
procesamiento y plegamiento adecuado en el ER, como en trastornos conformacionales como los LSDs.

Dosis

La cantidad de ASSC eficaz para estabilizar la proteina administrada y la proteina mutante endégena puede
determinarse sobre una base de caso por caso, en funcion de la proteina y de la ASSC correspondiente, por los
expertos en la técnica. Se pueden obtener una farmacocinética y una farmacodinamica tales como la semivida (t,),
concentracion de plasma pico(cmax), tiempo hasta la concentracion de plasma pico (tmax), €xposicion segun se mide
por el area bajo la curva (AUC) y la distribucion en los tejidos tanto para la proteina de reemplazo como la ASSC, asi
como los datos para la union ASSC-proteina de reemplazo (constantes de afinidad, constantes de asociacion y
disociacion, y valencia) utilizando métodos ordinarios conocidos en la técnica para determinar las cantidades
compatibles requeridas para estabilizar la proteina de reemplazo, sin inhibir su actividad y, por lo tanto, conferir un
efecto terapéutico.

Los datos obtenidos del ensayo de cultivo celular o de estudios con animales se pueden utilizar para formular un
intervalo de dosificacion terapéutico para uso en seres humanos y animales no humanos. La dosificacion de
compuestos utilizados en los métodos terapéuticos de la presente invenciéon se encuentran preferiblemente dentro
de un intervalo de concentraciones circulantes que incluye la concentracion DEsq (eficaz para el 50% de la poblacion
sometida a ensayo), pero con poca o ninguna toxicidad. La dosificacion particular utilizada en cualquier tratamiento
puede variar dentro de este intervalo, dependiendo de factores tales como la forma de dosificacion particular
empleada, la via de administracion utilizada, las condiciones del individuo (p. €j., paciente), y asi sucesivamente.

Una dosis terapéuticamente eficaz se puede estimar inicialmente a partir de ensayos de cultivo celular y se puede
formular en modelos con animales para conseguir un intervalo de concentraciones circulantes que incluye la Clso. La
concentracion Clsp de un compuesto es la concentracion que logra una inhibicion semi-maxima de los sintomas (p.
€j., tal como se determina a partir de los ensayos de cultivo celular). Dosificaciones apropiadas para su uso en un
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individuo particular, por ejemplo en pacientes humanos, pueden entonces determinarse con mayor exactitud
utilizando tal informacion.

Medidas de compuestos en plasma se pueden medir de forma rutinaria en un individuo tal como un paciente
mediante técnicas tales como cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC) o cromatografia de gases.

La toxicidad y la eficacia terapéutica de la composicion se pueden determinar mediante procedimientos
farmacéuticos estandares, por ejemplo en ensayos de cultivo celular o utilizando animales de experimentacion para
determinar la LDsp y la DEsp. Los parametros LDso y DEsg son bien conocidos en la técnica, y se refieren a las dosis
de un compuesto que es letal para el 50% de una poblacidon y es terapéuticamente eficaz en el 50% de una
poblacion, respectivamente. A la relacion de dosis entre efectos toxicos y terapéuticos se la alude como el indice
terapéutico y se puede expresar como la relacion: DLso/DEsq. Se prefieren ASSCs que exhiben indices terapéuticos
grandes.

De acuerdo con los métodos actuales, la concentracion de proteina de reemplazo oscila entre 0,05-5, 0 mg/kg de
peso corporal, tipicamente administrada semanal o quincenalmente. La proteina puede administrarse a una
dosificacion que oscile entre 0,1 pg/kg y aproximadamente 10 mg/kg, preferiblemente de aproximadamente 0,1
mg/kg a aproximadamente 2 mg/kg. Por ejemplo, para el tratamiento de la enfermedad de Fabry, la dosis de a-GAL
A recombinante administrada oscila tipicamente entre 0,1-0,3 mg/kg y se administra semanal o quincenalmente.
Dosis regularmente repetidas de la proteina son necesarias durante la vida del paciente. Las inyecciones
subcutaneas mantienen la exposicion sistémica durante un plazo mas largo al farmaco. La dosis subcutanea es
preferiblemente 0,1-5,0 mg de la a-Gal A por kg de peso corporal quincenal o semanalmente. La a-Gal A también se
administra por via intravenosa, p. €j., en una inyeccion en bolo intravenosa, en una inyeccion intravenosa de empuje
lento o mediante inyeccioén intravenosa continua. La infusién IV continua (p. €j., a lo largo de 2-6 horas) permite el
mantenimiento de niveles especificos en la sangre.

Las concentraciones 6ptimas de la ASSC se determinaran de acuerdo con la cantidad requerida para estabilizar la
proteina recombinante in vivo, en el tejido o la circulacion, sin impedir su actividad, biodisponibilidad de la ASSC en
el tejido o en circulacion y el metabolismo de la ASSC en el tejido o en circulacion. Por ejemplo, en los casos en los
que la ASSC es un inhibidor enzimatico, la concentracién del inhibidor se puede determinar calculando el valor Clsp
de la chaperona especifica para la enzima. Teniendo en cuenta la biodisponibilidad y el metabolismo del compuesto,
concentraciones en torno al valor Clsg o ligeramente por encima del valor Clsp pueden entonces ser evaluadas en
base a efectos sobre la actividad de la enzima, p. €j., la cantidad de inhibidor necesaria para aumentar la cantidad
de actividad de la enzima o prolongar la actividad enzimatica de la enzima administrada. Como un ejemplo, el valor
Clso del compuesto desoxigalactonojiromicina (DGJ) para la enzima a-Gal A es 0,04 uM, lo que indica que DGJ es
un potente inhibidor. Por consiguiente, se espera que la concentracion intracelular de a-Gal A seria mucho menor
que la de la a-Gal A administrada. Véanse los Ejemplos a continuacion.

Ejemplos

La presente invencion se describe adicionalmente por medio de los ejemplos, que se presentan a continuacion. El
uso de tales ejemplos es Unicamente ilustrativo y de ninguna manera limita el alcance y significado de la invencion o
de ningun término ejemplificado. Asimismo, la invencién no se limita a ninguna de las realizaciones preferidas
particulares descritas en esta memoria. Ciertamente, muchas modificaciones y variaciones de la invencidon seran
evidentes para los expertos en la técnica tras la lectura de esta memoria descriptiva y se pueden realizar sin alejarse
de su naturaleza y alcance. Por lo tanto, la invencién Unicamente esta limitada por los términos de las
reivindicaciones adjuntas junto con el alcance completo de los equivalentes a los cuales tienen derecho las
reivindicaciones.

Ejemplo 1: Estabilizacion in vitro de una a-Gal A Con ASSCs

Métodos. La a-Gal A de tipo natural se purificé a partir de medio de cultivo de células SR infectadas con baculovirus
recombinantes que portan ADNc de a-Gal A de tipo natural humano y el mutante a-Gal A se recogié como
homogeneizados de corazones de ratones transgénicos que sobre-expresan a-Gal A humana mutante (R301Q). Los
ratones fueron tratados con DGJ 0,5 mM como agua potable durante una semana antes del experimento. Las
enzimas mutantes y de tipo natural se pre-incubaron con tampén de citrato-fosfato 0,1 M (pH 7,0) a 37°C para la
enzima mutante y a 42°C para la enzima de tipo natural, respectivamente, en presencia de DGJ a una concentracion
de 1 uM, 0,1 pM, 0,03 uM o sin DGJ. Las a-Gal A de tipo natural y mutante (R301Q) se incubaron durante un
periodo de tiempo en ausencia o presencia de DGJ (diversas concentraciones), y la actividad enzimatica restante se
determiné con 4-MU-a-Gal A como un sustrato, después de diluir la mezcla con 5 volimenes de tampén citrato 0,1
M (pH 4,5). La actividad enzimatica se resefia en relacion con la enzima sin pre-incubacion.

Resultados.
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Como se muestra en la Fig. 1, la enzima mutante no era estable a pH neutro después de incubacion a 37°C durante
20 min sin incubacion con DGJ (Fig. 1A). La enzima de tipo natural también perdié actividad enzimatica significativa
a pH neutro a 42°C sin incubaciéon con DGJ (Fig. 1B). La estabilidad de ambas enzimas se puede mejorar mediante
la inclusién de DGJ a una concentracion de 1 uM, es decir, mas del 80% de la actividad enzimatica permanecia en la
mezcla de reaccion durante 60 min. Esto indica que la ASSC (DGJ) puede servir como un estabilizador para evitar la
desnaturalizacién/degradacion de las enzimas mutantes y de tipo natural.

Ejemplo 2: Mejora intracellular de la a-Gal A de tipo natural con ASSCs

Métodos. La a-Gal A de tipo natural humana purificada a partir de células de insecto transfectadas con baculovirus
recombinantes o a partir de células CHO recombinantes se puede conjugar con una a-2-macroglobulina (a-2-M),
segun la referencia anterior (Osada et al., Biochem Biophys Res Commun. 1993; 142: 100-6). Ya que el conjugado
de a-Gal de granos de café y a-2-M puede ser internalizado por fibroblastos cultivados derivados de hemicigotos con
Fabry, se espera que el conjugado de a-Gal A y a-2-M también sea internalizado por las células. Como alternativa,
se puede afadir la a-Gal A de tipo natural al medio de cultivo de fibroblastos de piel derivados de un paciente de
Fabry sin actividad enzimatica residual, segun se describe en Blom et al., Am J Hum Gen. 2003; 72:23-31.

Resultados. La semivida de a-Gal A de grano de café es de aproximadamente 2 h, segin se ha descrito
previamente (Osada et al., Biochem Biophys Res Commun. 1987;143: 954-8). Cabe esperar que la semivida del
conjugado a-Gal A-a-2-M o a-Gal A que se afade en el medio de cultivo se pueda prolongar mediante la inclusién de
DGJ en el medio de cultivo, ya que se ha demostrado que DGJ es eficaz a la hora de estabilizar la enzima in vitro
(Fig.1). Esto indicarda que DGJ puede prolongar la recaptacion de a-Gal A exdgena por parte de las células
intracelularmente.

Ejemplo 3: Coadministracion de DGJ a ratones con Fabry tratados mediante infusion de enzima de
reemplazo

La terapia de reemplazo de enzimas para la enfermedad de Fabry ha sido desarrollada por Genzyme Corporation
segun se ha descrito anteriormente. Cabe esperar que la coadministracion de DGJ a ratones con supresion de Fabry
(KO) tratados mediante infusion de la enzima de reemplazo incremente la estabilidad, por ejemplo, la semivida de la
enzima de reemplazo in vivo, ya que la ASSC, DGJ estabiliza la enzima y previene su degradacion. DGJ se
administra por via oral a los ratones KO tras la infusién de a-Gal A de tipo natural de acuerdo con el protocolo
descrito previamente (loannu et al., Am J Hum Genet. 2001; 68:14-25). La actividad de a-Gal A en varios tejidos, que
incluyen el corazon, rifién, bazo, higado y pulmén, asi como también en suero, se determina durante un periodo de
tiempo, y se compara con las de ratones de control que no reciben DGJ y ratones que reciben unicamente DGJ pero
no reciben la enzima. El tiempo prolongado indicara que la coadministracion de ASSC puede mejorar la eficacia de
la terapia de reemplazo de enzimas.

*kkkk

La presente invencién no se ve limitada en cuanto a su alcance por las realizaciones especificas descritas en la
presente. Es mas, varias modificaciones de la invenciéon, ademas de las descritas en la presente, resultaran
evidentes para los expertos en la técnica a partir de la descripcion anterior y las figuras adjuntas. Se pretende que
tales modificaciones queden incluidas dentro del alcance de las reivindicaciones adjuntas.

A lo largo de esta solicitud, se citan patentes, solicitudes de patente, publicaciones, procedimientos y similares, cuyo
contenido se incorpora a esta memoria por referencia en su totalidad.

Parrafos de beneficio

1. Un método para mejorar la estabilidad de una proteina purificada, donde el método comprende poner en contacto
la proteina en un soporte farmacéuticamente aceptable con una cantidad eficaz de una chaperona especifica para el
sitio activo.

2. El método de la reivindicacion 1, donde la proteina purificada es una enzima y la chaperona especifica para el
sitio activo es un inhibidor competitivo reversible de la enzima.

3. El método de la reivindicacion 2, donde la enzima es una enzima asociada con un trastorno de almacenamiento
lisosomal.

4. El método de la reivindicacion 3, donde la enzima es a-galactosidasa A.
5. El método de la reivindicacion 3, donde la enzima es 3-glucocerebrosidasa.

6. El método de la reivindicacién 4, donde el inhibidor competitivo reversible es un compuesto de la siguiente
férmula:
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donde Ro representa H o una cadena de alquilo C4-Cy3;

Ro' representa H, una cadena carbonada saturada ramificada o una cadena lineal que contiene 1-12 atomos de
carbono, opcionalmente sustituida con un grupo fenilo, hidroxilo o ciclohexilo;

R1y R¢' representan independientemente H, OH, un grupo alquilo, alcoxi o hidroxialquilo de 1-4 carbonos;

R2 y R.' representan independientemente H, OH o un grupo alquilo C4-Cz;

R4y R4' representan independientemente H, OH; y

R7 representa H u OH.

7. El método de la reivindicacion 6, donde el inhibidor competitivo reversible es un compuesto seleccionado del
grupo constituido por 1- desoxigalactonojirimicina, a-allo-homonojirimicina, a-galacto-homonojirimicina, a-1-C-butil-
desoxinojirimicina, calistegina As, calisteginas B, N-metil-calistegina Az y N-metil-calistegina B..

8. El método de la reivindicacion 7, donde el inhibidor competitivo reversible es 1- desoxigalactonojirimicina.

9. El método de la reivindicacion 5, donde el inhibidor competitivo reversible es un compuesto de la siguiente
férmula:

o

donde Ro representa H o una cadena de alquilo C4-Cy3;

Ro' representa H, una cadena carbonada saturada ramificada o una cadena lineal que contiene 1-12 atomos de
carbono, opcionalmente sustituida con un grupo fenilo, hidroxilo o ciclohexilo;

R1y R¢' representan independientemente H, OH, un grupo alquilo, alcoxi o hidroxialquilo de 1-4 carbonos;

R2 y R.' representan independientemente H, OH o un grupo alquilo C4-Ciz;

R4 representa OH;

R4' representa H; y

R7 representa OH.

10. ElI método de la reivindicacién 9, donde el inhibidor competitivo reversible es un compuesto seleccionado del
grupo constituido por isofagomina, N-dodecil-isofagomina, N-nonil-isofagomina, N-dodecil-desoxinojirimicina,
calistegina As, calistegina By, calistegina B3 y calistegina C;.

11. El método de la reivindicacion 10, donde el inhibidor competitivo reversible es isofagomina.

12. El método de la reivindicacion 10, donde el inhibidor competitivo reversible es N-dodecil-isofagomina.

13. Un método para incrementar in vitro la vida util de una proteina poniendo en contacto la proteina en un soporte
farmacéuticamente aceptable con una cantidad eficaz de una chaperona especifica para el sitio activo.
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14. El método de la reivindicacion 13, donde la proteina, el soporte farmacéuticamente aceptable y la chaperona
especifica para el sitio activo se formulan en un polvo liofilizado.

15. El método de la reivindicacion 13, donde la proteina, el soporte farmacéuticamente aceptable y la chaperona
especifica para el sitio activo se formulan en una solucién acuosa estéril.

16. El método de la reivindicacion 13, donde la proteina es una enzima y la chaperona especifica para el sitio activo
es un inhibidor competitivo reversible de la enzima.

17. El método de la reivindicacion 16, donde la enzima se asocia con un trastorno de almacenamiento lisosomal.

18. El método de la reivindicacion 17, donde la enzima es a-galactosidasa A.

19. El método de la reivindicacion 17, donde la enzima es 3-glucocerebrosidasa.

20. El método de la reivindicacion 18, donde el inhibidor competitivo reversible es un compuesto de la siguiente

férmula:

donde Ro representa H o una cadena de alquilo C4-Cyy;

Ro' representa H, una cadena carbonada saturada ramificada o una cadena lineal que contiene 1-12 atomos de
carbono, opcionalmente sustituida con un grupo fenilo, hidroxilo o ciclohexilo;

R1y R¢' representan independientemente H, OH, un grupo alquilo, alcoxi o hidroxialquilo de 1-4 carbonos;

R2 y R.' representan independientemente H, OH o un grupo alquilo C4-Ciz;

R4 y R4' representan independientemente H, OH; y

R7 representa H u OH.

21. El método de la reivindicacién 20, donde el inhibidor competitivo reversible es un compuesto seleccionado del
grupo constituido por 1-desoxigalactonojirimicina, a-allo-homonoijirimicina, a-galacto-homonojirimicina, a-1-C-butil-
desoxinojirimicina, calistegina As, calistegina B,, N-metil-calistegina Az y N-metil-calistegina Bo.

22. El método de la reivindicacion 21, donde el inhibidor competitivo reversible es 1- desoxigalactonojirimicina.

23. El método de la reivindicacion 19, donde el inhibidor competitivo reversible esta representado por un compuesto
de la siguiente formula:

[

donde Ro representa H o una cadena de alquilo C4-Cy3;

Ro' representa H, una cadena carbonada saturada ramificada o una cadena lineal que contiene 1-12 atomos de
carbono, opcionalmente sustituida con un grupo fenilo, hidroxilo o ciclohexilo;

R1y R¢' representan independientemente H, OH, un grupo alquilo, alcoxi o hidroxialquilo de 1-4 carbonos;
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R2 y R.' representan independientemente H, OH o un grupo alquilo C4-Cz;

R4 representa OH;

R4' representa H; y

R7 representa H u OH.

24. El método de la reivindicacién 23, donde el inhibidor competitivo reversible es un compuesto seleccionado del
grupo constituido por isofagomina, N-dodecil-isofagomina, N-nonil-isofagomina, N-dodecil-desoxinojirimicina,
calistegina As, calistegina By, calistegina B3 y calistegina C;.

25. El método de la reivindicacion 24, donde el inhibidor competitivo reversible es isofagomina.

26. El método de la reivindicacion 24, donde el inhibidor competitivo reversible es N-dodecil-isofagomina.

27. Un método para extender la semivida y prolongar la actividad in vivo de una proteina purificada en un individuo al
cual se le ha administrado la proteina en un soporte farmacéuticamente aceptable, donde el método comprende
poner en contacto la proteina con una cantidad eficaz de una chaperona especifica para el sitio activo en un soporte
farmacéuticamente aceptable.

28. El método de la reivindicacion 27, donde la proteina se coadministra con la chaperona especifica para el sitio
activo.

29. El método de la reivindicacion 27, donde la proteina es una enzima y la chaperona especifica para el sitio activo
es un inhibidor competitivo reversible de la enzima.

30. El método de la reivindicacion 29, donde la enzima se asocia con un trastorno de almacenamiento lisosomal.
31. El método de la reivindicacion 30, donde la enzima es a-galactosidasa A.
32. El método de la reivindicacion 30, donde la enzima es B-glucocerebrosidasa.

33. El método de la reivindicacion 31, donde el inhibidor competitivo reversible es un compuesto de la siguiente
férmula:

&

donde Ro representa H o una cadena de alquilo C4-Cy3;

Ro' representa H, una cadena carbonada saturada ramificada o una cadena lineal que contiene 1-12 atomos de
carbono, opcionalmente sustituida con un grupo fenilo, hidroxilo o ciclohexilo;

R1y R¢' representan independientemente H, OH, un grupo alquilo, alcoxi o hidroxialquilo de 1-4 carbonos;

R2 y R.' representan independientemente H, OH o un grupo alquilo C4-Cz;

R4 y R4' representan independientemente H, OH; y

R7 representa H u OH.

34. El método de la reivindicacion 33, donde el inhibidor competitivo reversible es un compuesto seleccionado del
grupo constituido por 1-desoxigalactonojirimicina, a-allo-homonoijirimicina, a-galacto-homonojirimicina, a-1-C-butil-
desoxinojirimicina, calistegina As, calistegina B,, N-metil-calistegina Az y N-metil-calistegina Bo.

35. El método de la reivindicacion 34, donde el inhibidor competitivo reversible es 1- desoxigalactonojirimicina.

36. El método de la reivindicacion 32, donde el inhibidor competitivo reversible es un compuesto de la siguiente
férmula:
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donde Ro representa H o una cadena de alquilo C4-Cyy;

Ro' representa H, una cadena carbonada saturada ramificada o una cadena lineal que contiene 1-12 atomos de
carbono, opcionalmente sustituida con un grupo fenilo, hidroxilo o ciclohexilo;

R1y R¢' representan independientemente H, OH, un grupo alquilo, alcoxi o hidroxialquilo de 1-4 carbonos;

R2 y R.' representan independientemente H, OH o un grupo alquilo C4-Ciz;

R4 representa OH;

R4' representa H; y

R7 representa OH.

37. El método de la reivindicacion 36, donde el inhibidor competitivo reversible es un compuesto seleccionado del
grupo constituido por isofagomina, N-dodecil-isofagomina, N-nonil-isofagomina, N-dodecil-desoxinojirimicina,
calistegina As, calistegina By, calistegina B3 y calistegina C;.

38. El método de la reivindicacion 37, donde el inhibidor competitivo reversible es isofagomina.

39. El método de la reivindicacion 37, donde el inhibidor competitivo reversible es N-dodecil-isofagomina.

40. Un método para incrementar la producciéon de una proteina recombinante por parte de una célula huésped que
no sea de mamifero, donde la célula huésped comprende un vector de expresién que comprende una secuencia de
acido nucleico que codifica la proteina recombinante, donde el método comprende cultivar la célula huésped en un
medio que comprende una chaperona especifica para el sitio activo para la proteina.

41. El método de la reivindicacion 40, donde la proteina es una enzima y la chaperona especifica para el sitio activo
es un inhibidor competitivo reversible de la enzima.

42. El método de la reivindicacién 41, donde la enzima estd asociada con un trastorno del almacenamiento
lisosomal.

43. El método de la reivindicacion 42, donde la enzima es a-galactosidasa A.
44. El método de la reivindicacion 42, donde la enzima es 3-glucocerebrosidasa.

45. El método de la reivindicacion 43, donde el inhibidor competitivo reversible es un compuesto de la siguiente
férmula:

e

donde Ro representa H o una cadena de alquilo C4-Cy3;

Ro' representa H, una cadena carbonada saturada ramificada o una cadena lineal que contiene 1-12 atomos de
carbono, opcionalmente sustituida con un grupo fenilo, hidroxilo o ciclohexilo;
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R1y R¢' representan independientemente H, OH, un grupo alquilo, alcoxi o hidroxialquilo de 1-4 carbonos;

R2 y R.' representan independientemente H, OH o un grupo alquilo C4-Ciz;

R4 y R4' representan independientemente H, OH; y

R7 representa H u OH.

46. El método de la reivindicacion 45, donde el inhibidor competitivo reversible es un compuesto seleccionado del
grupo constituido por 1-desoxigalactonojirimicina, a-allo-homonoijirimicina, a-galacto-homonojirimicina, a-1-C-butil-
desoxinojirimicina, calistegina As, calistegina B,, N-metil-calistegina Az y N-metil-calistegina Bo.

47. El método de la reivindicacion 46, donde el inhibidor competitivo reversible es 1- desoxigalactonojirimicina.

48. El método de la reivindicacion 44, donde el inhibidor competitivo reversible es un compuesto de la siguiente
férmula:

donde Ro representa H o una cadena de alquilo C4-Cy3;

Ro' representa H, una cadena carbonada saturada ramificada o una cadena lineal que contiene 1-12 atomos de
carbono, opcionalmente sustituida con un grupo fenilo, hidroxilo o ciclohexilo;

R1y R¢' representan independientemente H, OH, un grupo alquilo, alcoxi o hidroxialquilo de 1-4 carbonos;

R2 y R.' representan independientemente H, OH o un grupo alquilo C4-Ciz;

R4 representa OH;

R4' representa H; y

R7 representa H u OH.

49. El método de la reivindicacion 48, donde el inhibidor competitivo reversible es un compuesto seleccionado del
grupo constituido por isofagomina, N-dodecil-isofagomina, N-nonil-isofagomina, N-dodecil-desoxinojirimicina,
calistegina As, calistegina By, calistegina B3 y calistegina C;.

50. El método de la reivindicacion 49, donde el inhibidor competitivo reversible es isofagomina.

51. El método de la reivindicacion 49, donde el inhibidor competitivo reversible es N-dodecil-isofagomina.

52. Una composicion farmacéutica que comprende una proteina purificada y una chaperona especifica para el sitio
activo para la proteina en un soporte farmacéuticamente aceptable.

53. La composicion de la reivindicacion 52, donde la proteina es un enzima y la chaperona especifica para el sitio
activo es un inhibidor competitivo reversible de la enzima.

54. La composicion de la reivindicacion 53, donde la enzima esta asociada con un trastorno del almacenamiento
lisosomal.

55. La composicion de la reivindicacion 54, donde la enzima es a-galactosidasa A.
56. La composicion de la reivindicacion 54, donde la enzima es 3-glucocerebrosidasa.
57. La composicion de la reivindicacion 55, donde el inhibidor competitivo reversible es un compuesto seleccionado

del grupo constituido por 1-desoxigalactonojirimicina, a-allo-homonojirimicina, a-galacto-homonojirimicina, a-1-C-
butil-desoxinojirimicina, calistegina As, calistegina By, N-metil-calistegina Az y N-metil-calistegina Bo.
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58. La composicion de la reivindicacion 57, donde el inhibidor competitivo reversible es 1- desoxigalactonojirimicina.

59. La composicion de la reivindicacion 56, donde el inhibidor competitivo reversible es un compuesto seleccionado
del grupo constituido por isofagomina, N-dodecil-isofagomina, N-nonil-isofagomina, N-dodecil-desoxinojirimicina,
calistegina As, calistegina By, calistegina B3 y calistegina C;.

60. La composicion de la reivindicacion 59, donde el inhibidor competitivo reversible es isofagomina.
61. La composicion de la reivindicacion 59, donde el inhibidor competitivo reversible es N-dodecil-isofagomina.

62. Un método para tratar a un individuo que padece un trastorno que requiere el reemplazo de proteinas, que
comprende administrar al individuo una composicion que comprende una cantidad eficaz de una proteina de
reemplazo de tipo natural purificada y una cantidad eficaz de una chaperona especifica para el sitio activo para la
proteina de reemplazo.

63. El método de la reivindicacion 62, donde el trastorno es la enfermedad de Fabry, la proteina de reemplazo es a-
galactosidasa A y la chaperona especifica para el sitio activo se selecciona del grupo constituido por 1-
desoxigalactonojirimicina,  a-allo-homonojirimicina,  a-galacto-homonojirimicina,  a-1-C-butil-desoxinojirimicina,
calistegina As, calistegina By, N-metil-calistegina As y N-metil-calistegina B..

64. EI método de la reivindicacion 63, donde la chaperona especifica para el sitio activo es 1-
desoxigalactonojirimicina.

65. El método de la reivindicacion 62, donde el trastorno es la enfermedad de Gaucher, la proteina de reemplazo es
B-glucocerebrosidasa y la chaperona especifica para el sitio activo se selecciona del grupo constituido por
isofagomina, N-dodecil-isofagomina, N-nonil-isofagomina, N-dodecil-desoxinojirimicina, calistegina As, calistegina By,
calistegina B3 y calistegina C..

66. El método de la reivindicacion 65, donde la chaperona especifica para el sitio activo es isofagomina.

67. El método de la reivindicacion 65, donde la chaperona especifica para el sitio activo es N-dodecil-isofagomina.

27



10

15

ES 2686 775 T3

REIVINDICACIONES

1. Una composicion farmacéutica estable formulada para la administracion parenteral a un ser humano y que
comprende una enzima lisosomal de tipo natural humana recombinante purificada seleccionada entre a-glucosidasa
y B-glucocerebrosidasa y una chaperona reversible seleccionada entre 1-desoxinojirimicina e isofagomina en un
soporte farmacéuticamente aceptable, donde la enzima lisosomal es a-glucosidasa, la chaperona reversible es 1-
desoxinojirimicina y cuando la enzima lisosomal es 3-glucocerebrosidasa, la chaperona reversible es isofagomina.

2. Una composicion farmacéutica estable de acuerdo con la reivindicacion 1 que se formula para administracion
intravenosa, subcutanea o intraperitoneal.

3. Una composiciéon farmacéutica estable de acuerdo con la reivindicacion 1 o la reivindicacién 2, que incluye
ademas un tampon seleccionado entre tampon citrato, tampon fosfato, tampoén acetato o tampén bicarbonato.

4. Una composicion farmacéutica estable de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 que comprende a-
glucosidasa de tipo natural humana recombinante purificada y 1-desoxinojirimicina.

5. Una composicion farmacéutica estable de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 que comprende [3-
glucocerebrosidasa de tipo natural humana recombinante e isofagomina.

6. Una composicion farmacéutica estable de acuerdo con la reivindicacién 4 para su uso en el tratamiento de la
enfermedad de Pompe.

7. Una composicién farmacéutica estable de acuerdo con la reivindicacion 5 para su uso en el tratamiento de la
enfermedad de Gaucher.

28



(uiw) uoioegnaul-aid ap odwsal |

0g

114

09

0¢

-0

09

ES 2686 775 T3

Actividad enzimatica relativa (%)

o &
I

| J. |

29

0ol




	Primera Página
	Descripción
	Reivindicaciones
	Dibujos

